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RESUMEN

ARELLANO REYNOSO, BEATRIZ. Uso del homo de microondas en la
fijacion de tejidos para histopatologia e inmunohistoquimica (bajo la direccion
de: German Valero Elizondo).

Es indispensable la buena fijacion de las muestras en histopatologia para
obtener buenos cortes y observarlos al microscopio dptico. Recientemente se
ha descrito el uso del horno de microondas en la fijacion de tejidos, tanto para
histopatologia, citologia, inmunohistoquimica y microscopia electronica;
obteniéndose una excelente imagen y reduciendo el tiempo de fijacion. La
hipotesis a probar fue que el empleo de un homo de microondas permite una
fijacion de tejidos tan buena como la convencional con aldehidos y que también
se puede usar para demostrar antigenos por inmunohistoquimica de cortes
incluidos en parafina. Para esto se realizaron tres experimentos: En el primero
se utilizaron trozos de rifion e higado de 2 mm de grosor de ratonas blancas
destetadas de la cepa CD 1, que se fijaron bajo cuatro métodos utilizando
formalina, radiacion con microondas 8 segundos (s) y una combinacion de
ambos, todos por 24 horas (h). En el segundo experimento se utilizaron trozos
de rifion de 2 mm de grosor de ratonas blancas destetadas de la cepa CD 1, que
se agruparon en cinco métodos de fijacién con formalina, microondas 12 s y
una combinacion de ambas a 4 y 24 h. En el experimento 1II se utilizaron los
encéfalos de ratones con y sin rabia para fijarlos por los métodos descritos en
el experimento II, se incluyeron en parafina y los cortes se tifieron con la
técnica de anticuerpos fluorescentes para rabia. En el experimento I, los
mejores métodos de fijacion fueron el convencional con formalina al 10% 24 h
y utilizando formalina al 5% 4h con posterior irradiacion 8 s. En el experimento
II el tratamiento que resultd en mejor preservacion del detalle celular fue cl
irradiar los tejidos por 12 s, seguido de la fijacién convencional con formalina
al 10% por 24 h. En cuanto al experimento III, se obtuvo una marcada
disminucion de la cantidad de la fluorescencia en todos los tratamientos, lo que
dificulté su diagnostico; sin embargo, el grupo que mostré mas sensibilidad y
especificidad fue el que no recibio ningiin tratamiento de fijacion. El empleo del
horno de microondas en la fijacion de tejidos para histopatologia resulté cn una
buena preservacion del detalle celular de los tejidos, sin embargo se debe
experimentar mas para usarlo en técnicas de inmunohistoquimica.



INTRODUCCION

La apropiada fijacion de las muestras es requisito indispensable para la
obtencion de buenas laminillas de histologia > ' ' '7, Convencionalmente se
han utilizado aldehidos para la fijacion de tejidos; formaldehido para histologia
y glutaraldehido para microscopia electronica (ME) V. El calentar las muestras
durante el fijado acorta el tiempo necesario, pero a costa de pérdida del detalle
celular ' "7, Recientemente se ha descrito el uso de hornos de microondas en
la fijacion de piezas, empleados por si solos 2 °, o en combinacion con
aldehidos > ' '? tanto para histopatologia, ME, citologia e inmunohistoqui-
mica 51213

Las microondas actian excitando las moléculas de agua y lipidos dentro
del tejido > 5. Al absorber la energia de las microondas, estas moléculas
aumentan rapidamente su temperatura; el calentamiento subito causa la
desnaturalizacion de las proteinas, lo que las wvuelve insolubles y
suficientemente estables para resistir el proceso de inclusion en parafina *. Se
ha demostrado que las microondas aceleran el proceso de penetracion y
reaccion quimica de las sustancias fijadoras, dando a su vez una excelente
imagen para microscopia 6ptica >%?,

Las ventajas del empleo de microondas sobre otras técnicas para fijar
tejidos son que la desnaturalizacidon de proteinas es menos severa, lo que
permite utilizar las muestras para estudios de inmunohistoquimica 7 ? ; los
reactivos se pueden emplear a menor concentracion, con menor gasto de
reactivos y se procesan las muestras en un tiempo menor *'?

HIPOTESIS

La hipdtesis a probar fue que el empleo de un horno de microondas permite una
fijacion de tejidos para histologia e inmunohistoquimica simple, tan buena
como la fijacion convencional con aldehidos, en menor tiempo y con la misma
o mejor conservacion del detalle celular.

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue demostrar las ventajas y desventajas de f' Jar ;
tejidos con microondas para s inclusion en parafina y -posterior. proceso
rutinario para observacion al microscopio éptico, asi como la demostncnon de.
antigenos por inmunohistoquimica de cortes obtenidos a pamr de Ias pwzas !
incluidas en parafina.




MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizo en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM en Ciudad Universitaria y el CENID-MICROBIOLOGIA del INIFAP,
SARH, en Palo Alto, Cuajimalpa, D. F, Se efectuaron tres experimentos:

EXPERIMENTO I: FIJACION POR 24 HORAS

Se usaron cinco ratonas blancas convencionales de la cepa CD I, hembras,
recién destetadas. Los animales se sacrificaron humanitariamente ' y se incidio
cavidad abdominal con tijeras para extraer rifiones ¢ higado dentro de los 7
minutos posteriores a la muerte. De cada animal se separaron cuatro porciones
de rifién y cuatro porciones de higado para su fijacion.

Fijacion con formaldehido (grupo 1):
Encima de una tableta de parafina se colocaron trozos pequefios de tejido, que
se cortaron en rebanadas de 2 mm de espesor, medidas con vemnier. Las piezas
se guardaron identificadas en solucion de formalina al 10% amortiguada con
fosfatos a temperatura ambiente, a razon de 20 ml de solucion fijadora por cada
gramo de tejido, durante 24 horas >'7

Fijacién con formaldehido mas microondas (grupo 2):

Encima de una tableta de parafina se colocaron trozos pequeiios de tejido, que
se¢ cortaron en rebanadas de 2 mm de espesor. Estas piczas se sumergieron en
solucion de formalina al 5 % amortiguada con fosfatos a temperatura ambicnte,
a razon de 20 ml de solucion fijadora por cada gramo de tejido, dentro de
frasquitos de vidrio. Se conservaron en esta solucion por cuatro horas, para
después ser irradiadas en la cavidad central de un homo de microondas casero
de 720 Watts de potencia nominal durante ocho segundos a la maxima
potencia’ . Posteriormente se pasaron a un frasco con solucion amortiguadora
de fosfatos, en ¢l que se conservaron por 20 horas.

Fijacion con microondas inicamente (grupos 3 y 4)

Encima de una tableta de parafina se colocaron trozos pequeiios de tejido, que
se cortaron en rebanadas de 2 mm de espesor. Estas piezas se pusieron cn
solucion amortiguadora de fosfatos a temperatura ambiente, a razén de 20 ml
de solucién amortiguadora por cada gramo de tejido, dentro de frasquitos de
vidrio. Se irradiaron en un homo de microondas casero de 720 Watts dc
potencia nominal durante ocho segundos a la maxima potencia %, y se
conservaron a temperatura ambiente dentro de la misma solucion de fosfatos
por 24 horas (grupo 3). )
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Adicionalmente se utilizd otro grupo de tejidos en solucion
amortiguadora de fosfatos (grupo 4) que se irradiaron durante 22 scgundos,

hasta ‘que se observo ebullicion de la solucion,

Inclusion en parafina

Después de la fijacion con las técnicas descritas, los cuatro grupos de tejidos se
trasladaron a capsulitas de plastico y se colocaron en etanol al 70%, para
proce 2117rse con la técnica convencional de inclusion en parafina por histo-
kinett

Corte‘en microtomo

Los bloques de parafina se cortaron en un microtomo rotatorio a siete micras de
grosor,

Coloracion hematoxilina-eosina

| - S .
Los cartes de parafina se colorearon con la técnica rutinaria de hematoxilina-

eosina| M.

Comparacién de los resultados

Las laminillas coloreadas con HE del experimento | se sometieron a un panel
de cinco patologos graduados, con un minimo de cinco afios de experiencia,
quienes juzgaron la preservacion del detalle celular en una escala de cero a
nueve, donde 0= autolisis severa y 9= excelente preservacion. (Apéndice B),

Analisis estadistico
Los rc#ultados se estudiaron por x> con el programa STATCALC en una
computadora personal, para evaluar el efecto de técnica de fijado.

|
EXPERIMENTO II: FIJACION POR CUATRO HORAS

Se utilizaron cinco ratonas hembras convencionales de la cepa CD 1, recién
destetadas, las que se sacrificaron humanitariamente '® y se incidié cavidad
abdomipal con tijeras, extrayendo el higado de cada una de ellas, dentro de los
7 minujos posteriores a su muerte. Encima de una tableta de parafina se
scpararon cinco porciones de cada higado, de 2 mm de espesor. cada una,
medidag con vemnier. Inmediatamente después se colocaron en cinco'ﬁasquilos
de vidrio, cada porcién en un frasco diferente, y se sometleron a: dlfcrcmcs
tratamientos de fijacion (grupos 5,6, 7,8y 9).

Fijacién con formaldehido (grupos § y 6) ;
Una porgion de higado de 2 mm de cada ratona se coloco enun
vidrio conteniendo 13 m! de solucion de formalina ali10.%:;
fosfatos{ a razén de 20 partes de solucion tuador’l por cada

quno de
momguddd con
mo dc lcudo.
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permaneciendo en esta por 24 horas (grupo 5). Posteriormente, las secciones de
tejido se pasaron a capsulitas de plastico para su deshidratacion progresiva en
alcoholes, aclarado en xilol e inclusion en parafina 17 El procesamiento de
tejidos se realizo manualmente utilizando frascos de vidrio.

En otro frasquito de vidrio se colocaron las porciones de higado
sumergidas en formalina al 5 % amortiguada con fosfatos, a razon de 20 tantos
de solucién por cada gramo de tejido. El tejido permanecio en esta solucion por
4 horas y de inmediato se pasé a capsulitas de plastico para su deshidratacién
progresiva en alcoholes, aclarado en xilol e inclusion en parafina (grupo 6).

Fijacién con formaldehido mas microondas (grupo 7)

En un frasquito de vidrio con 13 ml de formalina al 5% amortiguada con
fosfatos, se colocaron rebanadas de higado de 2 mm de espesor de cada
ratona, permaneciendo en esta solucién por 4 horas. Posteriormente se
irradiaron en un homo de microondas casero de 720 watts a la maxima
potencia durante 12 segundos. Inmediatamente después se colocaron los tejidos
en capsulitas de plastico, para su deshidratacion con alcoholes, aclarado en
xilo! e inclusion en parafina.

Fijacién con microondas unicamente (grupo 8)

Las porciones de higado de cada animal se colocaron en un frasquito de vidrio
con 13 ml de solucion amortiguadora de fosfatos, a razén de 20 tantos de
solucion por cada gramo de tejido y se irradio en el homo de microondas a la
maxima potencia durante 12 segundos. Inmediatamentc después se pasaron los
tejidos a capsulitas de plastico para su deshidratacion en alcoholes, aclarado en
xilol e inclusion en parafina.

Deshidratacidn de tejidos sin fijacion (grupo 9)

En el altimo frasquito de vidrio se colocé una porcion de higado de cada
ratona, sumergidos en 13 ml de solucion amortiguadora de fosfatos durante 4
horas, en seguida se pasaron los tejidos a capsulitas de plastico para su
deshidratacion en alcoholes, aclarado en xilol e inclusion en parafina.

Corte en microtomo
Los bloques de parafina se cortaron en un microtomo rotatorio a siete micras de
grosor.

Coloracién con hematoxilina-eosina
Los cortes de parafina se colorearon con la técnica rutinaria de HE ',

Comparacion de los resultados . . .
Las laminillas coloreadas con HE del experimento 11 se sometieron a un panel
de seis patologos graduados, con un minimo de cinco afios:de experiencia, °
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quienes juzgaron la preservacion del detalte celular en una escala de cero a
nueve, donde 0= autolisis severa y 9= excelente preservacion. (Apéndice B)

Anilisis estadistico
Los resultados se estudiaron por x> con el programa STATCALC en una
computadora personal, para evaluar el efecto de técnica de fijado.

EXPERIMENTO lll: INMUNOFLUORESCENCIA DE RABIA

Se inocularon 25 ratones de la cepa CD 1, de 45 dias de edad,
intracranealmente con 0.03 ml de la cepa de virus de exposicion de virus
rabico (CVS) ? . Se vigilaron diariamente después de la inoculacion. Ocho dias
después, cuando el 90% de los ratones presentd signos indicativos de rabia
(erizamiento de pelo, incoordinacion,
paralisis) se sacrificaron y se obtuvieron los
encéfalos para fijarlos por las diferentcs
técnicas  descritas mas  adelante, y
posteriormente  incluirlos en  parafina.
Adicionalmente, se trabajé con un grupo

testigo de nueve ratones sin inocular con el DXQ
virus rabico, sacrificindose al mismo tiempo

que los anteriores y dandoles los mismos O O
tratamientos de fijacion a los encéfalos y

posterior inclusion en parafina.

Adicionalmente, se pruecba la hipotesis de

que los antigenos no se desnaturalizan por cf - =

calentamiento subito que las microondas
causan en el tejido ”.
Los cortes desparafinados de los

cercbros de los ratones inoculados 'y los

ratones  testigos s procesaron Vparn :
inmunoﬂuorcscencia segl'ln_ la‘*' técnica

habituat ¢

Figura 3.1 . Sitio de inoculacion
intracerebral en el raton. (Figura
cortesia de los-Drs. D. Gonzilez
y. G. . Valero, del . libro
"Diagnostico Veterinario",

Inoculacidn de virus rablco en ratin’, segunda edicion).
Para la inoculacion intracerebral
jeringas para tuberculina ‘de. 1.0 ml y a[,u_]as calibre 26 de¢ 1.5 cm. de largo. A
los ratones sc les inoculd intracerebralmente con 0.03 ml* de una suspension de
cepa de virus de exposicion (CVS) ‘La aguja se introdujo en el craneo del raton
(Figura 3.1) en un punto smndo en el vértice de un angulo imaginario cuyos

lados estan dlru,ldos lncm cl ojo y orq'l derecha del animal. La aguja se
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introdujo de 1 a 2 mm en el tejido cercbral, depositando ¢! indeulo. Los ratones
se colocaron en cajas previamente preparadas e identificadas.

Técnicas de fijacién para los encéfalos

De cada raton se extrajeron los encéfalos y se separaron en dos hemisferios.
Los hemisferios se colocaron aleatoriamente en uno de cinco frasquitos de
vidrio, con 20 partes de fijador por una parte de tejido;, que corresponden a los
cinco diferentes tratamientos de fijacion (grupos 10, 11, 12, 13 y 14) descritos
a continuacion:

Fijacion con formaldehido (grupos 10y 11)
Diez medios encéfalos se fijaron en 40 ml de solucion de formalina al 10%
amortiguada con fosfatos durante 24 horas (grupo 10).

Diez medios encéfalos se fijaron en 40 mi de una solucién de formalina
al 5% amortiguada con fosfatos durante 4 horas (grupo 11).

Después de 1a fijacion, los tejidos se pasaron a capsulitas de pldstico en
grupos de cinco medios encéfalos en cada una, para su deshidratacién en
alcoholes (la cual se realizo manualmente en frascos de vidrio), aclarado en
xilo! e inclusion en parafina.

Fijacion con formaldehido mas microondas (grupo 12)

Diez medios encéfalos se fijaron en 40 ml de una solucion de (ormalina al 5%
amortiguada con fosfatos durante 4 horas y después se irradiaron por 12
segundos en un horno de microondas casero de 720 Watts (grupo 12). En
seguida se pasaron los tejidos a capsulitas de plistico en grupos de cinco
medios encéfalos en cada una, para su deshidratacion en alcoholes, aclarado en
xilol e inclusién en parafina.

{nmersion en solucién de fosfatos (grupo 13)

Diez medios encéfalos se mantuvieron en 40 ml de una solucién amortiguadora
de fosfatos durante 4 horas y después se pasaron a capsulitas de plastico cn
grupos de cinco medios encéfalos en cada una, para su deshidratacion en
alcoholes, aclarado en xilol e inclusién en parafina.

fnmersion en solucién de fosfatos mas microondas (grupo 14)

Diez medios encéfalos se sumergicron en 40 ml de una solucion amortiguadora
de fosfatos, después se irradiaron por 12 scgundos en un homo de microondas
casero de 720 Watts y dc inmediato se pasaron a capsulitas de plastico en
grupos de cinco medios encéfalos en cada una para su deshidratado en
alcoholes, aclarado en xilol e inclusién en parafina.
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Comprobacion de animales positivos
Después de quitar los encéfalos de los animales inoculados con CVS, sc
obtuvieron improntas del tejido restante en la cavidad crancana, fijandose cn
acetona y tiéndolas con la técnica de anticuerpos fluorescentes para rabia
esto con el fin de comprobar la positividad a rabia de los animales inoculados y
posteriormente poder comparar la cantidad de fluorescencia por esta técnica y
la encontrada en los cortes desparafinados de los mismos casos.

Corte en microtomo

Los bloques cn parafina de los encéfalos se cortaron en un microtomo rotatorio
a siete micras de grosor, los cortes s¢ montaron en laminillas y se
desparafinaron para posteriomnente teiiirlas con la técnica de anticuerpos
fluorescentes para rabia *

Dc cada bloque se obtuvieron dos laminillas; en total se tificron y
examinaron 30 laminillas; con 5 medios encéfalos cada una para los animales
positivos y con 2 6 3 medios encéfalos en cada una de las laminillas-de los
animales testigos negativos.

Técnica de anticuerpos fluorescentes
Es una prueba inmunolégica, rapida y confiable que se utiliza para delectar
antigeno rabico en tejidos, con fines diagnosticos e mvesm,acnon El
fundamento consiste en marcar el anticuerpo con un fluorocromo, dejar. queel -
anticucrpo marcado reaccione con el antu,cno especifico de rabia y el resullado

de la reaccion se observa con ¢! microscopio de fluorescencia. Para esta pruebd .
se necesita un microscopio de luz ultravioleta, conjugado de bucna calldad y un
técnico experimentado. Se utilizan los siguientes reactivos:

Conjugado antirribico
Consiste en un sucro hiperinmune marcado con isotiocianato de ﬂuorcscema el
colorante esta agregado de acuerdo a la cantidad de proteina presente. Tl sucro
lupcnnmunc sc obtienc al inmunizar con virus ribico atenuado dlfcrcmcs
especies animales, como el conejo, hamster, caballo, etc.

Suspension de cerebro de ratén normal de 21 dias

Se prepard de la siguiente manera: Se sacrificaron los ratones, se extrajeron los
cercbros, se hizo una suspension al 20% con solucion de albtimina bovina
fosfatada. Los cerebros sc homogeneizaron, luego se centrifugaron a 1000
rp.am. en una centrifuga clinica durante 10 minutos; el :sobrenadante sc
distribuyo en tubos de plastico con tapon de rosca a un volumen de 0.8 ml y se
conservaron a - 20 C hasta su uso.
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Suspension de cerebro de ratin infectado
Se prepard de igual forma, utilizando cerebros de ratones de 21 dias de edad,
inoculados por via intracerebral (Figura 3.1), con una suspension de virus fijo
CVS. Los cerebros se colectaron cuando los ratones mostraron signos
paraliticos y estaban moribundos. Para hacer la suspension se procedio de la
mistna manera que para preparar suspension de cerebro de raton normal.

Preparacion det conjugado
El conjugado viene liofilizado y se reconstituyo a su volumen original (! ml)
con solucién amortiguadora de fosfatos (pH 7.2).

Para la adsorcion del conjugado sc¢ adiciono 0.2 ml a los 0.8 m! de la
suspension al 20 % de cerebro de raton nonmal, de igual forma se adicionoé 0.2
ml a 0.8 ml a la suspension al 20 % de cercbro de raton infectado, se incubd a
temperatura ambiente durante 20 minutos antes de usarse. .

Preparaciones testigo
Las improntas testigo se prepararon con cerebros enteros de ratones jovenes
inoculados por via intracerebral (Figura 3.1) con CVS y sacnf cados antes de
morir. Las laminillas se fijaron en acetona durante 24 horas ‘y se conservaron
en seco a - 20 C, hasta que se utilizaron. )

Fijacion : : -
Las laminillas con los cortes hlstologlcos se colocaron en’ un.vaso de Cophn

30 minutos. Se secaron al aire y cada i lmpresmt
uilas.

Tincién

sorbido con la suspensxon de ratén infectado, y el
gota de conjugado adsorbido en la suspension de cerebro “de ratdr
igual forma se tiiid la laminilla testigo de un'caso’ posmvo d
laminilla con un caso negativo de rabia. L

con undT
n nnal, de
abia'y otra

Incubacion :
Las laminillas se colocaron inclinadas en una camara l\umed'n colocando un
pedazo de papel absorbente humedecido en la parte posterior. La ‘camara se
coloco en posicion vertical en una estufa a 37 C, durante 30 minutos y 15
minutos mds a temperatura ambiente. Asi se rc1l|zo la’ reaccion -antigeno-
anticuerpo sin permitir que se seque el conjugado.
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Enjuague ) 5
Después de la incubacion, se enjuagaron las preparaciones sumergiéndolas
varias veces en solucion salina amortiguada con fosfatos por 10 minutos a pH
7.2; posteriormente se enjuagaron con agua destilada.

Montaje
Se secaron a temperatura ambiente, en posicion vertical. A las laminillas se les

deposité una gota de glicerina al 50 % amortiguada con fosfatos y con pH de
8.5; se colocé un cubreobjetos y quedaron listas para la observacion al
microscopio.

Lectura de laminillas

Un MVZ con 15 afios de experiencia en la observacion de fluorescencia de

rabia evalud los cortes histologicos teilidos, en una escala del 0 al 9, las

siguientes caracteristicas:

* Intensidad de la fluorescencia (Qué tan bien teiiido quedo el corte en general

y qué tan brillante se observa).

* Fluorescencia inespecifica (Todo lo que fluoresce sin ser debido al virus
rabico).

* Diagndstico (Positivo o negativo).

* Cantidad de fluorescencia (En caso de ser positivo, cantidad de corplsculos
fluorescentes).

Interpretaciin de resultados

En las improntas testigo positivas y en las improntas problema que contengan
antigeno rabico se observan particulas de color verde manzana o amarillo
verdoso con fluorescencia brillante, que tiende a ser ligeramente mas opaco
hacia el centro, sobre un fondo oscuro que puede o no contener material
fluorescente no especifico. Las particulas se observan de diferentes tamaiios,
cuando son mintsculas se les conoce como polvo antigénico, mientras que las
particulas grandes corresponden a los cuerpos de Negri, que en este caso no
deben observarse, pues el CVS no los produce.

Antes de examinar los casos problema se examinaron las improntas
testigo positivo y testigo negativo, para comprobar que el microscopio, acce-
sorios y conjugado funcionaron correctamente.

No debe observarse fluorescencia en las improntas tefiidas con
conjugado adsorbido en cerebro de raton infectado con CVS. Este
procedimiento e¢s importantc para determinar la especificidad de I
fluorescencia y evitar los resultados falsos positivos.



RESULTADOS

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO |

Las medias de las laminillas de! experimento I se muestran en el cuadro I del
apéndice C. Los datos originales se muestran en el cuadro III del apéndice C.
La fijacion con formaldehido (grupo 1) resulté en buena preservacion del
detalle celular. El higado presenté de buena a regular conservacion, con las
células hepaticas un poco hinchadas, el citoplasma vacuolado y en algunos
casos las vacuolas desplazan el material citoplasmico hacia la periferia (figura
1.1). Hay buena conservacion del epitelio de los conductos biliares y de los
eritrocitos. En rifion se observd buena conformacion en la arquitectura del
organo; se conservo la division entre las células glomerulares y de las células
del epitelio de los tubulos renales (figura 1.2).

La fijacion con formaldehido mas microondas (grupo 2) resulté en
buena preservacion del detalle celular en general. El higado presenté regular
conservacion del detalle celular; se conservo la arquitectura del organo; sin
embargo, no todos los cortes observados tuvieron igual preservacion. En
algunos cortes hubo hepatocitos vacuolados e hinchados (figura 1.3), en otros
cortes se presentaron nucleos desplazados hacia la periferia por las vacuolas y
hubo algunos nicleos desnudos. Se observo desorden en los cordones
hepaticos, sin delimitarse bien unas células de otras. En rifion, los glomérulos
estuvieron bien conservados, aunque se presentd un espacio grande entre el
ovillo glomerular y la capsula glomerular. El citoplasma de las células del
epitelio de los tibulos renales se observé espumoso e hinchado, con pérdida de
la luz de los tibulos (figura 1.4).

En la fijacion con microondas por ocho segundos \inicamente (grupo 3),
la conservacion del detalle celular fue pobre, aunque se distingue atn el érgano
del que se trata. En higado se observo disociacion de cordones hepaticos,
hepatocitos hinchados y ruptura de algunos nacleos (figura 1.5). El tejido renal
presentd hinchamiento de tubulos renales y ruptura de algunas células de los
mismos tubulos, aunque se conservé la membrana basal de éstos (figura 1.6);
en los glomérulos se observd ruptura de algunas células y gran separacion del
ovillo glomerular de la capsula glomerular.

En la fijacién con microondas hasta observar ebullicion (g,rupo 4), la
preservacion del detalle celular también fue pobre; sin embargo, no- tan mala
como en el grupo 3. En tejido hepatico se observo hmchamlento de -los
hepatocitos por zonas, con algunos niicleos “picnGticos’ isociacion” de
cordones hepdticos por zonas también (fi [,ura 1 7) El epneho de - los
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canaliculos biliares y el endotelio vascular se conservaron bien. El rifion
presenté regular conservacion en general; hubo mejor conservacion de células
al centro del corte, pues a la periferia las células de los tubulos se observaron
hinchadas y algunas vacuoladas, perdiéndose la luz del mismo. La separacion
entre los tabulos renales fue muy marcada y hubo gran separacion entre ¢l
ovillo glomerular y la capsula glomerular; el epitelio de los vasos sanguineos se
observo roto, deshilachado, con crenacién de eritrocitos en su interior; sin
embargo el epitelio de la pelvicilla renal se conservé muy bien. (figura 1.8)

Los tratamientos que permitieron la mejor preservacion del detalle
celular fueron la fijacion con formalina amortiguada al 10% (grupo 1) y la
fijacion con formalina amortiguada al 5% por cuatro horas y posteriormente
irradiadas con microondas ocho segundos (grupo 2). Estadisticamente ambos
resultaron iguales (p > 0.05).

El tratamiento que no permitio la buena conservacion del detalle celular
fue la fijacién con microondas por ocho segundos unicamente (grupo 3).

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO Il

Las medias de las laminillas del experimento II se muestran en el cuadro 1l del
apéndice C. Los datos originales se muestran en el cuadro [V del apéndice C.
La conscrvacion de los tejidos fijados con formalina al .10 % (grupo 5) fue
buena en general, aunque se observaron pequeiias zonas con Ios citoplasmas de
los hepatocitos hacia la periferia o vacuolado y pequefias zonas en las que el
cnoplasma se encomro muy vacuolado “El epitelio de los conductos blllarcs se.
conservd muy bien, - -
La preservacion del dctallc celular en los lejldOS fi Jados con formalum
al 5% durante 4 horas (grupo 6), resulto ser regular pues 's¢ observaron zonas
de hepatocntos en las- ‘que:no:se" dlstmgue la separacnon enirc’ células -y
solamente. s¢- observan mucleos  con’ material - amorfo “eosinofilico’ alredcdor
(figura 2.1).Sin embargo, ‘el cplteho de los conductos bll'ares conservoe muy
bien el detalle celular."
. Los tejidos - fijados’ con fonnalma al 5 % duramc 4 horas y
posteriormente -irradiados en el homo de microondas - durante 12 segundos
(grupo 7) se observaron con una regular a mala conservacion del detalle
celular, ya que en algunos cortes el citoplasma de los hepatocitos mostro
vacuolizacion total, con el material citoplasmico desplazado hacia la periferia,
y tampoco se noto la divisién entre células (figura 2.2). Sin embargo, en otros
cortes del mismo tratamiento se observo buena conservacion del detalle celular,
con una clara delimitacion entre células,
La conservacion en los tejidos fijados con el homo de microondas por
12 segundos (grupo 8) fue buena, aunque hubo zonas en las que no se¢ observan
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bien delimitados los cordones hepaticos y se picrde ¢l espacio sinusoidal, pero
en general hay buena conservacion de hepatocitos (figura 2.3).

Los tejidos que sc mantuvieron en solucion amortiguadora de fosfatos
por cuatro horas sin fijacion alguna (grupo 9), presentaron de regular a mala
conservacion del detalle celular, nicleos desnudos y disociacion de cordones
hepaticos; todo lo anterior se acentita mas hacia la periferia, hubo células
vacuoladas y estas vacuolas desplazaban el material citoplasmico hacia la
periferia (figura 2.4).

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO lii:

No hubo animales muertos dentro de las 48 horas posteriores a la inoculacion,
por causas inespecificas o traumatismo.

Al octavo dia postinoculacion el 90% de los ratones presentaron signos
caracteristicos de rabia: 24 animales tenian dificultad para caminar y
mantenerse parados, encorvamiento, crizamiento de pelo y tremor. Solo un
ratén no presento signologia.

En las improntas tomadas de los restos de tejido de la cawdad crancana
de los ratones inoculados con CVS, y posteriormente teitidas con la técnica de -
anticuerpos fluorescentes para rabia, se observo gran cantidad de ﬂuorc.sccncna :
positiva, con formaciones tipicas de rabia * , en todos los’ )
en el raton que no presentd signologia de rabla o S

Después de aplicar los diferentes tratamientos de fi Jacmn a'los mednoa e
encéfalos, tanto de los animales enfermos como de los testigos, ¢ mcllnrlos en .
parafina y aplicarles la tincion de anticuerpos  fluorescentes, .
aleatoriamente por un MVZ, el cual emitié sus diagnosticos: (vcr cuadro v del
apéndice C) y los resultados fueron los siguientes: - =

Cantidad de fluorescencia : s

Se observo cscasa cantidad de fluorescencia en todos Ios concq (Ic, )
tejidos de animales inoculados con CVS; inclusive el médico que cxmmno los .-
casos los calificé de “muy dificiles, con escasa fluorescencia®, en comparacnon
con las improntas tomadas en fresco. ‘

El tratamiento con mayor cantidad de fluorescencia fue el 12 (fonnol £

5% 4h, microondas 12 seg). sin embargo, también se observo ﬂllOI‘CS(.CIlCId
inespecifica . en los testigos negativos del mismo tralamlento qu
diagnosticd como positivos.

£l tratamiento con menor cantidad de fluorescencia fue el 11 (l‘onnalmd
al 5% durante 4 h); debido a esto, la mayoria de los poqmvos se dlcron como -
nc;,auvos
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Fluorescencia inespecifica
En general, se encontro poca fluorescencia inespecifica en todos los cortes,
tanto cn los de animales inoculados como en los de testigos negativos; y de esta
fluorescencia inespecifica, muy poca fue debida a la parafina (M. A. Camara,
comunicacion personal, 1994).

Los tratamientos con mayor cantidad de fluorescencia inespecifica
fueron el 10 (Formol al 10%, 24 h) y el 12 (Formol 5% 4h, Microondas 12 s).

Intensidad de la fluorescencia

En todos los cortes de todos los tratamientos hubo una cxcclente

intensidad en la fluorescencia.

Diagnoéstico

En el tratamiento 10 (Formol al 10% 24 h), de las cuatro laminillas positivas
solo dos el médico las diagnosticé como positivas; y las dos laminillas
negativas las diagnostico como positivas.

En el tratamiento 11 (Formalina al 5% durante 4h), de las cuatro
laminillas positivas, solo una se diagnosticé como positiva y de dos laminillas
negativas, una se diagnosticé como positiva. Este tratamiento fue el que mostro
menor sensibilidad y especificidad.

De las cuatro laminillas positivas del tratamiento 12 (Formol 5% 4h,
microondas 12 s), tres se diagnosticaron como positivas; y de las dos negativas
las dos se diagnosticaron como positivas.

En cuanto al tratamiento 13 (Solucion amortiguadora de fosfatos por
4h), las cuatro laminillas positivas se diagnosticaron como tal; y de las dos
laminillas negativas, una se diagnostico positiva. De hecho, este tratamiento fue
el que presentd mayor sensibilidad y especificidad.

En el tratamiento 14 (Solucion amortiguadora de fosfatos, microondas
12s), de las cuatro laminillas positivas solo dos se diagnosticaron como
positivas y de las dos negativas, una se diagnostico como positiva,



DISCUSION

DISCUSION DEL EXPERIMENTO /
En el primer experimento, fue evidente que el rifion se conservo mejor que el
higado en cualquiera de los tratamientos.

Si bien la fijacion con formalina al 5% y microondas (grupo 2) resulté
en buena preservacion, no podria asegurarse que la mera accion de las
microondas fijaran el tejido, ya que podria argumentarse que la formalina al 5%
por si sola fijo los tejidos, por ser los trozos muy pequefios. Por esta razon se
diseiio el experimento II, donde solamente se utilizo tejido hepatico; ya que,
como se observo en los resultados del experimento I, es el que mas dificilmente
se conserva. Para el experimento II se aumento el tiempo de irradiacion en el
homo de microondas, pues se pensé que ocho segundos no eran suficientes
para coagular el tejido, al contrario de lo que se menciona en la bibliografia "2,
y asi endurecerlo debidamente para su inclusion en parafina.

Por otra parte, la irradiacion de tejidos sumergidos en solucion
amortiguadora de fosfatos en el experimento | habia resultado en autolisis
marcada, pero existia la posibilidad de que fuera suficiente el irradiar los
tejidos para que endurecieran y se pudiesen deshidratar en alcoholes e
incluirlos inmediatamente, sin dar tiempo a que se autolisen, por lo que en el
experimento I, los tejidos sumergidos en solucion de fosfatos, recién
irradiados, fueron inmediatamente deshidratados en concentraciones crecientes
de etanol. Ademids, se incluyeron tejidos que no fueron irradiados, para
comparar la facilidad o dificultad de incluir tejidos sin fijar y fijados.

DISCUSION DEL EXPERIMENTO i

En ecste experimento los resultados fueron totalmente diferentes a los
observados en el experimento I, ya que estadisticamente el tratamiento con
mejor resultado fuc el 8 (irradiacién en microondas 12 segundos en solucion
amortiguadora de fosfatos), seguido del tratamiento 5 (fijacion en formol al 10
% por 24 h). Los tratamientos 6 (formol al 5% por 4 h), 7 (formol al 5 % por 4
h y microondas 12 s.) y 9 (PBS 4 h) resultaron estadisticamente iguales; de
hecho, 4 de 6 patdlogos dieron mejores calificaciones al tratamiento 8 y los
otros 2 dieron mayores calificaciones al tratamiento 5.

Con lo descrito anteriormente se podria decir que el empleo de
formalina al 5% durante cuatro horas no fijo lo suficiente los tejidos, pero ¢!
empleo de microondas si ayudo a endurecer los tejidos lo suficiente para



16
resistir el proceso de inclusion en parafina; aunque tampoco puede afirmarse
que la mera accion de las microondas fije el tejido. Se observo también que se
acorto el tiempo de proceso de las muestras al irradiarlas tan solo 12 segundos
y procesarlas para incluirlas en parafina de inmediato, obteniendo incluso mejor
preservacion que con el método convencional con formalina al 10%, en el que
hay que esperar 24 horas como minimo para proseguir con la inclusion en
parafina.

DISCUSION DEL EXPERIMENTO il

En este experimento se observo reduccion de la cantidad de 1a fluorescencia, en
comparacion con las improntas tefiidas en fresco. Esto puede deberse a la
inactivacion de los receptores del virus rabico por el proceso de inclusion en
parafina, ya que en todos los tratamientos la disminucién de la fluorescencia
fue equitativamente notable. También debe tomarse en cuenta que los cortes
histologicos son mucho mas gruesos (7 um), que las improntas (3 um); y esto
pudo haber afectado la penetracion del anticuerpo conjugado.

En este experimento, el tratamiento con mejores resultados fue el 13
(Solucion amortiguadora de fosfatos por 4 h) en el que solamente se
diagnostico un falso positivo; y por el contrario, los tratamientos que resultaron
en mas falsos positivos y falsos negativos fueron el 10 (Formol al 10%, 24 h) y
el 11 (Formalina al 5%, 4h).

En este experimento Il de inmunofluorescencia de rabia, no se puede
evaluar si las microondas tienen algiin efecto benéfico o detrimental en la
aplicacion de esta técnica, ya que, en general los resultados fucron similares
para todos los tratamientos; excepto para el tratamicnto que no recibe fijacion
alguna, en el que se observan mas diagnosticos acertados.

DISCUSION GENERAL

En este trabajo se pudo probar que las microondas son 1tiles para fijar tejidos ¢
incluirlos posteriormente en parafina. Para esto es importante estandarizar
tiempos de fijacion, segin el grosor y cantidad de tejidos que se descen
procesar; ya que, como se describe en los resultados del experimento 1, en los
cortes histologicos fijados con microondas hay secciones muy bien fijadas y
otras no, lo que concuerda con la bibliografia ® . En el experimento. I, ‘al
aumentar el tiempo de fijacion con microondas, los cortes se obscrvaron mas
uniformes. Se observé también que si es posible procesar los tcjidos para .
incluirlos en parafina inmediatamente después de irradiarlos en el microondas:
ya que las microondas endurecen el tejido lo suficiente para resistir el proceso
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de inclusion en parafina, pero no deticnen el proceso de autélisis. Sin embargo,
con esta metodologia se reduce el tiempo de fijacion.

El prefijar los érganos con formol al 5% y posteriormente irradiarlos en
el microondas, no di6 tan buenos resultados como se afirma en la bibliografia *,
ya que nuevarmente se encontré buena fijacion en algunas zonas, pero en otras
se presenté autolisis, principalmente en el centro del tejido; puesto que el
fijador quimico penetra de fuera hacia dentro lentamente y se acelera el
proceso al momento de irradiar el tejido en el microondas, pero queda
diferentemente fijado el centro del exterior de la pieza %7, )

En cuanto al experimento II1, se observé disminucion en la cantidad de
la fluorescencia en comparacion con las improntas teiiidas en fresco, lo que
dificulté grandemente el diagnostico acertado de las mismas; sin embargo, no
se puede afirmar que esto es debido a la accion de las microondas o el formol
sobre ¢l antigeno rabico.



CONCLUSIONES

Se puede afirmar que el empleo de un horno de microondas en un laboratorio
de histopatologia es de gran utilidad, ya que se comprobo que los tejidos
irradiados en este pueden procesarse para su inclusion en parafina,
inmediatamente después, con una excelente preservacion del detalle celular.

Se observd que 12 segundos a la maxima potencia es buen tiempo de
exposicion a las radiaciones para tejidos de 2 mm de grosor. Los frascos
conteniendo los tejidos recién irradiados no se calentaron demasiado, pues
podian manejarse al tacto.

Las ventajas de fijar tejidos en el homo de microondas fueron la
reduccion del tiempo de fijacion y la disminucion o ausencia total de fijadores,
con la utilizacion de solucion amortiguadora de fosfatos en su lugar, que no
resulta lesiva para el tejido y es econémica. Ademds, se evita la exposicion del
personal a los vapores toxicos del formaldehido.

El empleo de un hormo de microondas para la fijacion de tejidos es una
técnica facil de implementar en un laboratorio de histopatologia a bajo costo.
Sin embargo, las desventajas de utilizar radiacion de tejidos en el homo de
microondas en lugar de sumergirlos en fijadores, pueden ser la observacion de
algunas arcas mejor fijadas que otras, al no estar bien estandarizados los
tiempos y cantidades de tejido irradiado; pudicndo esto confundir al patologo
al momento de hacer un diagnostico.

Se debe probar ¢l uso de fijacion con microondas en otras técnicas de
inmunohistoquimica antes de afinmar que no se pueden utilizar ambas técnicas
juntas, ya que la bibliografia afirma que la fijacién con microondas intensifica
la reaccion '*, aunque en este trabajo se observo disminucion en la reaccion de
inmunofluorescencia para rabia.
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APENDICE A. FOTOGRAFIAS AL MICROSCOPIO

Y-

FIGURA 1.1 Fotomicrografia de un FIGURA 1.2 Fotomicrografia de un

higado donde sc¢ observan algunas rifion donde se observan glomérulos y

células vacuoladas.

Barra =10 ym.

FIGURA 1.3 I"nlnmlcroé..

tubulos renales bien conservados.
Barra = 10 pm,

FFotomicrogralia de un

higado donde se observan hepatocitos riion donde se observan  células de

vacuolados ¢ hinchados.
Barra = 10 pm.

twbulos renales hinchadas, perdiéndose
la tuz.
Barra = 10 pm.



Fotomicrogratiua de un FIGURA 1.6 Fotomicrografia de un
higado donde se observa disociacion de riion donde s¢ observa ruptura de las
cordones hepiticos v células hinchadas  células de algunos tibulos renales (r) ¥
Barra = 10 um. citoplasma espuntoso ¢n otros (¢).

Barra = 10 pm,

otomicrografia de Cun FIGURA 1.8 ﬁ»—l;)‘xv{l—lc—rhgrulm de Tm
higado dundc se observa desorden en rmon donde se observan las celulas de
los cordones hepaticos s hepatocitos los wibulos renales hinchadas, perdien-
hinchados con nucleos picnoticos (p) dose Ja Juz v una gran separacion entre
Buarra = 10 um. el oulie glomeralar (og) v la capsula
alomerular (eg).

Barra = 10 .



FIGURA 2.1 Fotomicrografia de un FIGURA 2.2 Fotomicrografia de un
higado donde se observan zonas de higado donde se observit vacuolizacion
hepatocitos vacuolados, hinchados: no de hepatoitos.
se distingue la separacton entre células.  Buarra = 10 .

Barra = 10 pum.

- e ‘__“_.'_.__,._J T .. - S —"\J
FIGURA 2.3 Fotomicrografia de un FIGURA 2.4 Fotomicrografia de un
higado  donde  se  observt regular higado donde se observa vacuolizacion.
conservacion del detalle celular, ruptura de hepatocitos v disociacion de
Barra = 10 pm. cordones hepaticos (autolisis).

Barra = 10 pm.
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APENDICE B. CUESTIONARIO SUMINISTRADO A LOS
PATOLOGCS

Como parte de la tesis de licenciatura de Beatriz Arcllano, le pedimos que evalic la prescrvacion del
detalle celular de 41 laminillas, calificandolas en una cscala del 0 al 9, donde 0= autélisis severa y 9=
excelente preservacion del detalle (si quicre puede emplear valores decimales o redondeados). Lo
ideal ¢s que pucda revisar todas las laminillas cn una sola sesion de menos de 60 minutos. Son
rifiones ¢ higados dc ratoncs hembras, recién d das y apar sanas. Favor de escribir su
nombre: y el ni proximado .de afios dec
experiencia cn la obscrvacion de laminillas ’ .

# _lealificacion | observacioncs (si las hubicsc)

-

31

i Desea Usted que su nombre ap en los agradecimicntos de la tesis y ¢l manuscrito
. GRACIAS i B drellano y G Valero - S :

arm publignci
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APENDICE B. CUESTIONARIO SUMINISTRADO A LOS
PATOLOGOS

Como parte de la tesis de licenciatura de Beatriz Arellano, le pedimos que evalic la preservacion del
detalle celular de 41 laminillas, calificandolas en una cscala del 0 al 9, donde 0= autélisis scvera y 9=
excelente prescrvacion del detalle (si quicre pucde emplear valores decimales o redondeados). Lo
ideal s que pueda revisar todas fas laminillas cn una sola scsion dc menos de 60 minutos. Son
rifiones ¢ higados de hembras, recién d das y ap sanas. Favor dec cscribir su
nombre: y ¢l nimero aproximade dc aflos dc

experiencia cn la obscrvacién de laminillas

I# calificacidn | observaci (si las hubiesc)
] y -

iz

DER

iDesca Usted que su nombre ap cn los ag!
GRACIAS .- =" B.drellano v G. Valero

de la tesis y ¢ manuscrito para publicacion? _




25
APENDICE C. CUADROS CON RESULTADOS DE EVALUACIONES

CUADRO I: MEDIAS DE LAS LAMINILLAS DEL EXPERIMENTO I,

patéloga 0 1 grupo 2 grupo 3 grupo 4 promedio
higado [rifion_ Jhigado Jrifdn [higado |riién [higado [riion  [higado {rifion

1 4.2 16.4]6.1]17.6170]|]66]581]76]57]170
2 24172121148 11.2]1.8]1.6]48]1.81]4.6
3 7.2 16.8158 168 50[68164]76161170
4 30 168120172[124]20]20744]231]35.1
5 4.816.41511661]20)]50]361]48]38]S5.7
pomedio} 4.3 16,7 14.2 16.613.5]4.4]3.4143 39159

grupo | = formalina al 10% por 24 horas

grupo 2 = formalina al 5% por 4 horas, microondas 8 segundos
grupo 3 = solucién de fosfatos mas microondas por 8 segundos
grupo 4 = solucion de fosfatos mas microondas por 22 segundos

CUADRO Ii: MEDIAS DE LAS LAMINILLAS DEL EXPERIMENTO ii.

patologo | grupoS | grupo6 | grupo7 | grupo8 | grupo9 | promedio
1 6.5 6.2 5.0 8.0 5.6 6.2
2 6.6 5.8 6.4 6.4 6.2 6.2
3 6.6 5.2 5.2 6.4 5.0 5.6 -
4 4.0 3.6 2.6 6.2 4.2 4:1
5 3.8 4.6 5.0 5.2 4.6 4.6
6 3.8 4.2 4.4 6.8 3.8 < 4.6
promedio 5.2 4.9 14.7. 1 6.5 4.9 ©-5.2

grupo § = formalina al 10% por 24 hora!
grupo 6 = formalina al 5% por4 horas :
grupo 7 = formalina al 5% por 4 horas mas mlcroondas 12 segundos
grupo 8 = solucién dé fosfntos mas mncroond as 12 segundm :

grupo 9 = solucnon de fosfatos por 4 horas B )
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CUADRO Ill: RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES DEL
EXPERIMENTO /.

# organo | patdlogo 1 | patdlogo 2 | patélogo 3 | patélogo 4 tologo 5
1 Rifién(R) 3 6 7 6 8 6
2 R 3 6 7 7 6 []
3 R 3 7 8 7 7 7
4 R 3 6 8 ) [ 6
5 R 3 7 ] 7 7 7
6 R 4 7 6 8 6 7
7 R 4 7 5 1 7 7
8 R 4 8 5 6 7 [
9 R 4 8 4 [ 8 7
0 R 4 8 4 7 8 1]
1 Higado (H) 3 4 3 8 4 4
2 s H 3 4 So2 1 2 4
13 S H "3 - -4 Sl u G s 2 S
14 H w3 . 52 22 o 8 3 S
15 H - -3 o s 7 4 [{]
c16 ¢ - H: o I 6 [ 5 | 4
17 H: 1% 6 - <2 7 3 4
18 - H 1 -7 <2 7 3 4
19 - ~H: . ) 6 2 [ 2 3
20 - = H e ) 1 7 1 3
<21 < H7 4 6 2 - 7 1 6.
22 - Hoo 4 5 2 [ 1 5
23 “H 4 6 2 5 2 5
24 - H.. 4 6 2 6 3 4
25 H 4 7 3 6 3 5
26 - H 3 7 3 3 3 o
27 R 1 7 3 8 4 4
28 R 1 7 6 8 5 6 -
29 R 1 8 7 7 4 4
30 R 1 ] 3 3 5 5
31 R 1 8 4 7 4 5
32 R 2 6 [l ] 2 W
33 R 2 6 2 ] 2 I3
34 R 2 7 2 ] 2 5
35 R 2 7 2 6 1 []
36 R 2 7 2 7 3 b
37 H 2 6 | 3 2 2
38 H 2 7 1 7 3 2
39 H 2 7 2 5 3 2
40 H 2 8 | 6 2 2
31 H 3 7 1 3 2 3

grupo | = formalina al 10% por 24 horas

grupo 2 = formalina al 5% por 4 horas, microondas 8 segundos
grupo 3 = solucion dc fosfatos mas microondas por 8 segundos
grupo 4 = solucion de fosfalos mas microondas por 22 segund
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CUADRO IV: RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES DEL
EXPERIMENTO Il

# | organo grupo [ patologo 1 [patél. 2]patal. 3]patél. 4]patol. Slpatal. 6
higado(H)

bust

NN T Y O
Qlan|ev i)

i

Qjoo|ae)oc|oe]oe|ta|ui]nlnlia

5

aju|a|m]=|olaju]alu]w]wlalalo]w]w

e EI ST N Y BETECT =N 1V Y N 1-N PN -8 19 2N [ =N I A
alafelulalale{a|aj=lwiala|n]sln]alo|nln]e

I ERTE N RRT Y BTN 0] YT N TN I 1 3 [V [V [V 0% PY =N 198

slulalalalalnlunisldltlslulalalalaolnlw|s]wlsluw

=
:::#=ii:i%iii¢i=i======

grupo 5= fommlma al. lO% por 24 loras
grupo 6 = formalina al 5% por'4 horas -
grupo 7 = fonnalma al 5% 4 horas mnas nucroondas 12, segundos
grupo 8 = soluc:on ‘de fosfatos mas mlcroondas 12 segundos

grupo 9 = solucnon de fosfalos por4 horas: TR
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CUADRO V: RESULTADOS DE LAS EVALUACIONES DEL
EXPERIMENTO Il

Grupo Dxreal | Dx MVZ Cantidad Intensidad fluorescencia
fluorescencia | fluorescencia | inespecifica
- 0 7 3

9
8
9

‘9
14 + - 0 8 0
14 + - 0 8 |
14 + + 1 9 1
i4 + + 3 9 |
o T RN SN

a= Ratones testigos negativos;
grupo 10 = formalina al 10% por 24 horas
grupo [ 1 = formalina al 5% por 4 horas .
grupo 12 = formalina al 5% por 4 horas mas microondas 12 ségundos '
grupo 13 = solucion de fosfatos por 4 horas

grupo 14 = solucion de fosfatos mas microondas 12 segundos
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APENDICE D. Publicaciones resuitado de esta tesis

Con ¢l permiso del H. Consejo Técnico de la FMVZ, se presentaron algunos
datos obtenidos en el transcurso de esta investigacion en el IIl congreso de la
Socicdad Mexicana de Patologos Veterinarios, A.C., en México D.F. el 14 de
julio de 1994, y en el X1V Congreso Panamericano de Ciencias Veterinarias en
Acapulco, Guerrero el 11 de octubre de 1994

/‘\ Memorias de la V Reunién de Egresados en Pawlogia Veterinaria y 111
a’,!. Cangreso de 1a Sociedad Mexicana de Pl\dloipi erinlnoi, AC. México,
D.F.del 132 15 de julio de 1994, pigina 17

USO DEL. HORNO DE MICRG)ND\S EN LA&UACION nen:ums PARA

{USE OF MICROWAVE OVEN FOR THE FIXATION OF TISSUES FOR
HISTOPATHOLOGY}

" Aseltano®, B.Y; Valero, G.\3
\CENID-Microbiologla, INTFAP-SARN, Km. 15.5 carretera México-Toluca, México D.F, 05110.
FAX 5702810, 5700682,
Depaniamento de Paiologia, Focultad de Medicina Veterinaria y 2ootecnia, UNAM, Ciudud
Univesciaria, Méxivo D. F. 04510, FAX 5508697.

Se ha descrito que las microondas puedes acelerar y mejarur el proceso de Fjacién de tejidos,

anto psa citologla y El abjetivo de este trabajo fue
comparas el grado Je conservacian del detalle celular en riflones ¢ hlgldm de ralones sanos,
irradiados en un homo de mit casero en de fosfatos y
formalina con la fijacién ! en formalina smortiguada
a temperatura ambiente. Se utilizaron § umnu albinas destetadas hembras, aparentemente
sanas. Se e 0.6 g de higado

Y

y rifdn en lruquno! con 13 mi de los ug\nemes 1.» Formalina amoriguada (FA) al 105 por
24 horas (h); 2.- FA al $% por cuatro b, junto con irradiacién en un horno de microonday
(ihum) de 750 nus por 8 segundos (s) y posterior remajo en solucion amartiguada de fosfatos
(SAF) por 20 h; 3.- 5AF junto con ihm por 8 3 y remojo en SAF por 24 h; 4.. SAF con ihm
hasia uhsem: ebullicién y remojo en SAF por 24 h, Las laminillas se sometieron » § patdlogos
experimentadas, quienes evaluaron en una uﬂln del 0al 9 el grada de preservacion del detalle
celular. Los se por x*'. Los que ia mejor
preservacion del detalle celular fueron el 1y el 2. La preservecién nusdcﬁmnle del detalle
celular fue por el tratamienta 3 (p<0.05). E! uso de imh resuitd en reduccion del tiempo de
hjacién y disminucién de la concentracién de la formalina. Se concluye que, paru fines pricticos
conviene fijar los tejidos cun un remojo de formol per cuatro horss e lzadiacidn con
microondas por ocha segundos.

Los autores 1a ién de E, 1 E. Diaz y G. Judrez.

La i de 1a tesis de la primera sulora, bajo la
supervisién det segundo autor, y con lu aprabacién del Consejo Téauco de 1a FMVZ.-UNAM.

{palabras clave: microondas, fjacidn, formaldehido)
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