1762/
=2/ a-

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

$EZ 727 FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES CUAUTITLAN

MANUAL DE APLICACIONES DE
LA HEMATOXILINA EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA
PRESENTA:

Pilar del Carmen Escalada Solis

ASESOR: MVZ German l. Garrido Faria .
M. en C. MVZ Miguel Angel Cornejo Cortés

Cuautitlan 1zcalli, Edo. de México febrero del 2003



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



S FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
ey UNIDAD DE LA ADMINISTRACION ESCOLAR
A R DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

. A

ASUNTO: VOTOS APROBA‘FGRd@S

TESIS CON
TT oA r;'* m,;rnE:N

yoo-.

&

DR. JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: Q. Ma. del Carmen Garcia Mijares
Jeie ca! Cepanamentc z& Examenes

ca2e

Profesionales de la F=8 Cuauttlan

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes. nos permitimos comurcar 2
usteq que revisamos ia TESIS
| e :

& Mematoswilisi: o =mn O cerie §

S e

321 Coyman To ool
para obtener el mulo de :

Gue presenta __1 - pasante
cen numero de ﬁuer“a

PRTRWEE IR0 RS 2B 8

Considerando gque dicho trabajo retine los requisitos nacesarios para ser discutido en el
EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR Ml RAZA HABLARA EL ESPIRITU"”

Cuautitian lzcalli, Méx. a _315_ de Ab il de 4 - 2 . ’51 .
b g for?
f

PRESIDENTE XAV Iorce Moveon Mostfogs
- 17 R
VOCAL q isoforo NMereado WMargge., s i//
- =
SECRETARIO qa Garri sra L /

Ry

PRIMER SUPLENTE - ; o se M_‘-_;,%__X:.\;’e;# dendons
N

4 )

SEGUNDO SUPLENTE _mvz Al pizndra Sftnchaes bPach ,g. 3.



DEDICATORIAS

A MI MADRE: Porque a lo largo de todos estos afios has dado la vida por
mi, estas conmigo en las buenas y en las malas, me has dado las bases de
una buena vida. finalmente eres lo Unico que tengo, y aunque nunca te lo

diga sabes que TE QUIERO, GRACIAS.

A MI TiO: Guillermo, porque a lo largo de mi vida te has adjudicado un papel
que, aunque no te corresponde, te lo agredeceré siempre, porque GRACIAS

a ti he aprendido los valores de la vida y un estilo propio.

A Ml TITA: Han pasado 13 anos desde que no estas conmigo y no te

imaginas la falta que me haces, TE EXTRANO.

A MI ABUELO: Guillermo, la vida me dejo sin ti antes de tiempo, lamento no
haber podido disfrutar lo que hoy tengo contigo, GRACIAS por haber sido mi

abuelo.

A MI PADRE: Aunque el destino se emped en tenernos separados, te
agradezco !o que me diste, espero que donde estés sepas que te recuerdo,

siempre estaras conmigo, GRACIAS.




A MIS TIOS Guillermina, Antonieta y José: Porque cada uno de ustedes
tienen una funcion dentro de esta minuscula familia, sin ustedes no seriamos

los mismos, los coralillo Solis no estarian completos, GRACIAS.

A MIS PRIMOS: Porque no cualquiera forma parte de los coralillo,

GRACIAS.

A PILAR SALINAS: Porque la vida se ha encargado de darnos multiples

afinidades porque al final solo estremos tu y yo, GRACIAS por tu amistad.

A JOCELYN, JORGE Y CARLOS: Un buen dia nuestros caminos se
juntaron y le agradezco a la vida haberlos puesto en el en él, saben que a
pesar de la distancia siempre estan conmigo. Les doy las GRACIAS por

estar en éste mundo y ser mis amigos.

A MIS AMIGOS COLEGAS: Porque con ustedes aprendi muchas cosas y
vivi muchas cosas durante mi paso en la Facuitad. Les agradezco el tiempo
que me dedicaron y pueden estar seguros que siempre estaran en mi

pensamiento.

A LA GENERACION 95: Porque forman un capitulo muy importante en mi

vida, NUNCA los olvidare, GRACIAS.

e

Laar

TR GO ]
FALLA D5 ORIGEN




A LA UNAM: Porque un dia me abriste tus puertas, me diste las bases para
defenderme en el mundo, junto a'ti conoci gente importante en mi vida, creci
como persona, como hija, como sobrina y como amiga, y sobre todo porqhe
siempre estaras ahi cuando te necesite, creo que es momento de déﬁe‘las

GRACIAS.
A LA MEMORIA DE: Carlos Posadas, Benita Enciso, Gohzalo Enciso.
A “TUNO™: Porque finalmente fuiste mi inspiracion, te quiero.

A MIGUEL A. CORNEJO Y GERMAN GARRIDO: Porque sin su apoyo éste

trabajo no hubiera sido posible, a su paciencia y amistad, GRACIAS.

A OLIVIA ADAMS: Por tu amistad, GRACIAS.




INDICE

RESUMEN
OBJETIVO GENERAL -
INTRODUCCION

CARACTER[STICAS DEL. COLORANTE :

COLORANTES
RECOMENDACIONES GENERALES

PREPARACION DE FORMULAS

Hematoxilina de Anderson
Hematoxilina de Apathy
Hematoxilina acida de Baker
Hemalumbre de Bennet
Hematoxilina de Bohmer-Schmori
Hematoxilina de Broussy
Hematoxilina de Bullard
Hematoxtlina de Carazzi
Hematoxilina de Carazzi
Hematoxilina de Cole

Hemalumbre de Debiden

TESTS CON

10

12

13

14

15

15
16
16
17
17
18
19
20

20

‘21

22



Hematoxilina de Delafield

Hematoxilina modificada de Delafield para tejido vegetal
Hematoxilina de Ehrlich

Hematoxilina de Ehrlich

Hematoxilina de Faure

Hematoxilina de Fernandez Galiano
Hematoxilina para protozoarios en frotis fijados
Hematoxilina de Fiedlander

Hemalumbre de Gadsdon

Hemalumbre de Gages's

Hemalumbre de Garvey

Hemalumbre de Gill

Hematoxilina ferrica de Goldman

Hematoxilina crémica de Gomori

Hematoxilina Groat

Hematumbre de Groot

Hemalumbre de Hamilton

Hematoxilina de Harris

Hematumbre de Harns y Power

Hemailumbre de Haug

Hematoxilina de Heindenhain

Hematoxilina progresiva diluida de Heindenhain

Hematoxilina regresiva diluida de Heindenhain

23
24
29
30
31
32
33
34
35
37
38
39
41
43
44
as
a7
a8
49
50
52
53

54



Hematoxilina férrica de Held
Hematoxilina de Herxheimer
Hematoxilina férrica de Janssen
Hematxilina de Johansen
Hematoxilina férrica de Kefalas
Hemalumbre de Kleinenberg
Hematoxilina de Klutschintzky
Hematoxilina alcoholica de Kofoid y Swezy
Hematoxilina férnca de Krajian
Hemalumbre de Krutsay

Hemalumbre de Langeron
Hematoxilina de Launoy

Hemalumbre de Lee

Hematoxilina férrica de Lillie
Hematoxilina férrica de Lillie y Earle
Hematoxilina de Lillie-Mayer
Hemalumbre de Mclachian
Hematoxilina acuosa de Mallory
Hematosilina fosfomolibdica de Maliory
Hematoxilina fosfotiungstica de Mallory
Hemalumbre de Mann

Hemalumbre de Masson

Hematoxilina de Mayer

FAL

TES

Isc

54
55
56
57
58
59
59
&0
&1
62
63
65
66
67
69
70
71
73
74
75
76
77
78



Hematoxilina férrica de Morel y Bassal
Hematoxilina de Pal-Weigert

Hematoxilina de Papamiltiades
Hematoxilina férrica de Pequin y Gooddard
Hemalumbre de Pusey

Hemalumbre de Rawitz

Hematoxilina de Regaud

Hematoxilina férrica de Rozas
Hematoxilina de Sass

Hemalumbre de Schmorl

Hematoxilina de Smith, modificada por Dietrich
Hematoxilina de Spielmeyer

Hematoxilina de Thomas

Hematoxilina de Verhoff

Hemalumbre de Watson

Hematoxilina de Weigert

Hematosilina al cloruro férrico de Weigert-Lillie
Hematoxilina itiada de Weigert
Hematoxilina de Weigert-Lillie
Hematoxilina de Weil

Mucihemateina de Mayer

Triocihemateina férrica de Hanssen

79
80
82
83
84
85
86
87
88
20
a1
92
a3
84
95
26
97
99
100
101
102

103



PROTOCOLOS DE APLICACION
HISTOLOGIA ANIMAL

Coloracién de leucocitos con granulaciones eosindfilas de Ehrlich
Coloracién de las estructuras musculares de Heindenhain
Coloracion de mitocondrias por el método de Regaud y Mawas
Coloracion por la hematoxilina de Delafield

Coloracion por la hematoxilina de Ehrlich

Coloracion por el hemalumbre acido de Mayer modificada por Lillie
Coloracion por la hematoxilina de Harris

Coloracion por la hematoxilina de Heidenhain

Coloracion por fa hematoxilina at cloruro férrico de Wiegert-Lillie
Coloracion por ia hematoxilina térmca de Weigert. contrastada con colorantes metacromaticos
Coloracion por la hematoxilina fosfotungstica de Mailory
Coloracion por la mucihemateina de Mayer para mucina
Coloracion de la nuehna por el método de Verhotf

Coloracion de haces de mielina por método de Pal-Weigert
Coloraciéon de los haces de nuelina por el método de Weil

Coloracion de ipoides por el método de Smith y Mair, modificado por Dietrich

CORTES POR CONGELACION

Coloracion por la hematoxilina acido fosfotungstica de Mallory

Coloracion para tejidos vegetales, por la hematoxilina férrica premezclada de

104
104

104
105
106
107
107
108
108
109
110

111
113

116
117
119

120

121

121

123

12



Weigert

CORTES EN PARAFINA O SECCIONES A MANO LIBRE

Coloracion regresiva para tejido vegetal, por la hematoxilina diluida de
Heindenhain

Coloracion por la hematoxilina modificada de Delafield para tejidos vegetales

Coloracion tegres por fa het 1a de Johansen, para cromosomas y centrosomas, en tejidos
menstematcos

Coloracion por la hematoxilina férrica de protozoarios en frotis fijados de mateia fecal o fluidas
corporales

Coloracion por la hematoxilina alcoholica de Kofoid y Swezy de protozoarios

Coloracion pandptica por la hematoxilina escarlata de Biebrich verde rapido

CORTES EN PARAFINA

Hematoxilina de Anderson
Hematoxilina de Faure

Hematoxiina férrica de Goldman
Hematoxilina férrica de Held
Hematoxilina férrica de Kefalas
Hematoxilina férrica de Krajian
Hematoxilina ferrica de Lillie
Hematoxilina férrica de Lillie y Earle
Hematoxilina férrica de Morel y Bassal

Hematoxilina férrica de Paquin y Goddard e

TESIS COW
FALLA L CiUGEN

124

124

126

128

130

132

133

135

135

135

136

137

138

139

140

140

141



Hematoxilina férrica de Rozas 141

142

BIBLIOGRAFIA

TEQIC MON
FALL, .~ LB |




RESUMEN

El presente material es una recopilacion de los protoclos y técnicas de la
hematoxilina que se bhan realizado a traves de los anos, con diferentes
investigadores. Con el paso del tiempo éstos investigadores han ido perfeccionando
tas diferentes técnicas y protocolos, de tal manera que hoy en dia las podemos
utilizar para una simpte clase de histologia hasta un estudio avanzado de sistema

nervioso para didgnostico, asi como. para el estudio y analisis de vegetales.

En este trabajo encontraran diferentes técnicas y protocolos desde los mas
secillos de rutina hasta los mas especificos. Asi mismo, le permite al alumno que se
incia en la medicina veterinaria como al laboratorista una busqueda practica y
sencilla de dichas técnicas que se utilizan en la practica diaria. De igual manera

puede ser utilizado en laboratorios relacionados con las ciencias biologicas.




OBJETIVO GENERAL

Hacer una recopilacion exhaustiva de las técnicas y protocolos de aplicacion,
de una forma ordenada y logica del colorante natural hematoxilina. para su

implementacion como herramienta en los laboratorios de ciencias bioldgicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Mostrar ordenadamente las formulas que existen sobre la hematoxilina, desde
sus ingredientes. preparacion, tiempo de tincion, hasta sus caracteristicas
particulares de cada una.

Mostrar los protocolos de aplicacién que se pueden utilizar desde la histologia
normal hasta !a histologia vegetal; asi como en diferentes tipos de cortes (parafina,

congelacion, etc.).
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INTRODUCCION

LLa hematoxilina es un compuesto que se obtiene del arbol Americano
Haematoxilon campechianum o Palo de Campeche. Este arbol es de una madera
dura, café rojiza. con textura entre cacba y roble, usada ocasionalmente como
madera preciosa para ebanisteria. Este colorante fue de uso comun para las culturas
Olmeca del golfo. Maya-Quiche del istmo y peninsula de Yucatan, ya que esta
planta solo se desarrolla en climas tropicales de esas regiones. El licor obtenido de
esta planta se utihza desde mucho antes de la invasidn espancla, principalmente
para colorear fibras de origen naturai (algodén y lana). confiriéndoles tonalidades
desde azul celeste claro. hasta purpura intenso, casi negro. Este colorante se usaba
principalmente. para terir las grecas que se agregaban durante el hilado o bordando
hitlos coloreados. combinando en ocasiones los colores del anil y cochinilla. Madejas
de hilos. lenzos. telas grecadas. todos coloreados con la esencia del palo de
Campeche se ofrecian como tnbuto de gran valor en el altiplano central, teniendo
también el valor de moneda de mnmtercambio y trueque entre pueblos tributarios.
Despues de la llegada Espanola y conquista de Campeche. Tabasco y la region sur
de Veracruz. los soldados y posteriormente los frailes no repararon en el color y en la
materia prima. ya que su obtencion representaba un trabajo arduo que requeria de
mucha mano de obra. (til en otros quehaceres. por otro lado, no podian lograr y

reproducir los tonos de las telas e hilos autéctonos, y comparandolos con los colores




obtenidos de la cochinilla, mas vivos, constantes y de una fuente barata y facil de
trabajar, aumento el desinterés por el colorante. Asi la Hematoxilina o Caesalpina
(como la llamaron inicialmente en latin), solo se cénser\}é en la tradicion textil de la
vertiente del golfo, como curiosidad para los quimicos y fabricantes de telas en

Europa. (1, 14, 15)

Fue a partir de 1665. cuando Hooke usd los colorantes obtenidos de la
hematoxilina y cochinitla para hacer soluciones colorantes para pelo y lana, que inicio
el interés sobre la estructura quimica de los colorantes naturales, no se sabe si
Hooke estudio microscopicamente lo que tind. solo explicd la coloraciéon como "bafos
de colorante y colores obtenidos” para la industria textil. Los quimicos del viejo
mundo pronto descubrnieron que ese colorante proporcionaba un color poco estable y
se le debia oxidar para obtener la Hemateina y posteriormente agregar un
“mordente” o fijador para adhenrlo permanentemente a la fibra coloreada. Asi pues,
la hematoxilina comenzd a tener un uso mas extensivo como colorante textil y como
tinta para escribir. por lo que se nicio la produccion semindustrial del licor de palo de
Campeche. para ser exportado a Europa. siendo ya desde entonces un producto
caro. En 1810 Chevreuil, aisio. establecid formula centesimal y peso molecular de la
hematoxilina. y a partir de 1811 se comprendid que la transformacion de hematoxilina
en Hematema se daba por la aparicion del cromotropo en el anilio con oxigeno en el
carbono numero nueve. El empleo de la hematoxilina para coloraciones bioldgicas

fue reintroducido por Waldeyer en 1863, pero adquirid gran importancia cuando
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Bohmer introdujo su farmula en 1865 con alumbre de potasio como mordente en un
solo bado de tincidn. A partir de ese momento hasta la fecha se han propuesto mas
de 60 férmulas para distintos usos en microtécnia, desde las mas conocidas de
Erlich, Delafield, Hansen., Mayer y Harris, pasando por las técnicas de Macallum
1897, Boyce y Herman 1898, Mallory 1938 y Pizzolato & Lillie 1967. En 1938 Perkins
y Robinson elucidaron la formula estructural para hematoxilina y Hemateina,
posteriormente al estallar {a segunda guerra mundial, tratan de crear un sustituto
sintético para la hematoxilina, ya que ia calidad del extracto y el abasto hacia el
continente Europeo disminuyo durante este periodo.

Con este conocimiento el emplec empirico de la hematoxilina paso a ser, ya con
bases cientificas mas amplias. una de tas herramientas de apoyo mas socorridas y
sin sustituto en el campo de la Histologia e Histopatologia. como investigacién
basica. como docencia. o como siempre en las coloraciones para diversos usos de

los habitantes de México casi en el siglo 21. (4, 16, 17)
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CARACTERISTICAS DEL

COLORANTE

Hematoxilina. principio incoloro que por oxidacion da origen a la substancia
colorante roja de la madera de palo de campeche, su solucién acuosa tiene sabor
duice, no se altera en el aire, ni en exigeno puro, pero en presencia de rastros de
amoniaco aparece una coloraciéon roja debida a la hemateina, el acido nitrico oxida la

hematoxilina a hemateina y luego a acido oxalico. (2)

C.1. 75290

F. C. 16h1406.3ho

P. M. 356.332

Colorante basico

ABS. 292 nm

S. en agua 10%. en alcohol 10%. alcohol absoluto de 5 a 8 %, celosolve 9.5% y glicol

10%. (2)




COLORANTES

Los reactivos colorantes son sustancias que ceden o confieren su color a otras
sustancias o estructuras. Esto permite distinguir y diferenciar las estructuras que son

opticamente invisibles antes de ser coloreadas. (12)

Los colorantes se clasifican:

a) Por su origen:

1. Colorantes Naturales:

1.1 Animales: Carmin de la cochinilla

1.2 Vegetales: Hematoxilina. Orceina de los liquenes. Safranina del azafran.

2. Colorantes artificiales. conocidos como colorantes de anilina, colorantes de
carbon o colorantes sintéticos como son: Eosina, azul de metileno, fucsina acida,

cristal violeta, azul de anilina. (12}

b) Por su pH:
1. Acidos: Eosina. acido picrico, verde luz, etc
2 Basicos Hematoxilina. rojo nuclear solido, etc.

3. Neutros: Sudan il y |V, Sudan B. Rojo de aceite, etc. (12)

c) Por su método de aphicacion:

Directo: Cuando al aplicar el colorante por si solo tifie el tejido.

TROIN OO
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Indirecto: Cuando el colorante no es capaz de tefir por si solo el tejido es necesario

agregarle un mordente.

Regresivo: Cuando el colorante tiene la caracteristica . de permitir. disminuir su

intensidad sin dafiar el tejido.
Progresivo: Cuando el colorante sélo alcanza un punto de tincidn especifico.

Y sus combinaciones.




RECOMENDACIONES

GENERALES

a)

b)

<)

d)

e

~

f

g)

[a}}

Las hematoxilinas se deben madurar en alcohol almenos 15 dias.

Las hematoxilinas sin oxidante artificial se maduran en frasco ambar traslucido
con tapén de gasa en medio ambiente ( 15-23°C).

Las hematoxilinas maduradas con oxidante artificial se colocan en frasco ambar a
una temperatura de 4°C bien cerrado.

Para la preparacion de soluciones acuosas, los ingredientes indicados en el
colorante se agregan en el orden referido.

Antes de aplicar la hematoxilina a fa laminilla. ésta debe pasar por agua destilada,
amenos que el protocolo indique otra solucion.

E! ttempo de tincion esta sujeto al de la hematoxilina de Harris, el cual puede
aumentar o disminuir de acuerdo al tejido que se éste manejando, salvo en
aquelias donde se indique el tiempo exacto.

En general, todas son toxicas

En caso de intoxicacion. tratar el toxico mas agresivo de la formula.

Para su desecho se pueden precipitar con acidos o alcalis en general.
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PREPARACION DE FORMULAS

Hematoxilina de Anderson.
Colorante directo progresivo. Usado como tincién nuclear acido resistente.

Solucion A

Hematoxilina 05 g
100% etanol 50 ml
Agua 50 ml
2% hipoclorito de calcio 5 ml

Solucion B

Sulfato férrico de amonio 3 o]
Agua 100  mi
acido Sulfurico 2.5 ml

Preparacion.

Mezclar por separado los ingredientes de cada solucién en orden.

Combinar 2 volumenes de la solucién ‘A .con 1 volumen de la solucion B.
Tiempo de tinciorn.

De 2 a 3 minutos.

Diferenciar con 0.1% de agua acida.

Nota

LLa solucion A incorpora hipoclorito de calcio como agente oxidante para la
hematoxilina. se pueden usar otros agentes oxidantes, como el yodato de sodio (0.1

g o menos) es él mas comun.

vy GRIGEN




El tiempo de tincidn no es preciso pero la sobretincion es dificil de presentarse.

Duracion.
La solucidon de trabajo debe mezclarse inmediatamente antes de su uso.
Las soluciones A y B, permanecen estables por 3 meses.

19)




Hematoxilina de Apathy.

Laca utilizada como colorante nuclear directo progresivo.

Hematoxilina 33 g
Alumbre de amonio 300 g
Alcohol etilico 233.0 mt
Glicerol 333.0 ml
Agua destilada 423.0 ml
Acido acético glacial 10.0 mi
Acido satlicilico 0.33 g

Preparacion.

1. Disolver en el alcohol la hematoxilina.

2. Disolver en el agua los reactivos en orden.
3. Madurar al menos seis semanas.

4. Filtrar antes de su uso.

Duracion.
Se conserva seis semanas a 25 grados centigrados.

(9)
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Hematoxilina acida de Baker.

Colorante indirecto progresivo, para demostrar fosfolipidos y algunas proteinas

lipoideas.
Hematoxilina 50 mg
Agua destilada 40 ml

Solucion acuosa al 1 % de yodato de sodio.

Acido acético 1 ml

Duracion.
Tres meses.

(4)




Hemalumbre de Bennett.

Colorante nuclear selectivo, directo, progresivo.

Hematoxilina 1 g
lodato de sodio 02 g
Sulfato de aluminio y potasio 90 g
Acido Citrico 1 g
Hidrato de cloral 50 [}
Agua destilada 1 L

Preparacion.

1. Calentar el agua.

2. Una vez caliente agregar en orden los reactivos.

3. Disolver cada reactivo completamente antes de agregar el siguiénte.
4 Enfriar y filtrar.

Notas.

« Se puede usar de inmediato.

« Es similar a la hematoxilina de Mayer, pero con el doble de mordente.

Tiempo de tincidn.

Entre 10 y 20 minutos. (21)




Hematoxilina de Bohmer-Schmorl.
Colorante nuclear directo progresivo.

Hematoxilina

Glicerol
Sulfato de aluminio y potasio o amonio
Alcohol etilico 80 %

Agua destilada

Preparacion
1. Disolver la hematoxilina en el alcohol etilico.
. Disolver el sulfato de Al y K en el agua destilada.

. Mezclar poco a poco.

HowoN

Madurar al menos diez dias.

Filtar antes de su uso.

[&]

Duracion.
Aproximadamente entre 12 y 48 meses.

(9)

5 g
100.0 m!
100.0 g

60.0 ml

100.0 mi



Hematoxilina de Broussy.

Colorante nuclear, directo progresivo.

Solucion A.
Hematoxilina 19
Agua destilada 100 ml

Solucion 8.
Alumbre de fierro amoniacal 8 g

Agua destilada.

Preparacion:

1. Preparar las soluciones por separado.

2. Para preparar la solucidn de trabajo. se mezclan en pares iguales antes de su
uso.

3. Se pueden agregar 10 m! de una solucién acuosa de acido acético al 1 %. para

aumentar la electividad de colorante.

Duracion.
Usar una sola vez. .

an
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Hematoxilina de Bullard.
Colorante nuclear directo progresivo.

Solucién A.

Hematoxilina 8.0 g
Alcohol etilico 80 % ‘1 440 mi
Sulfato de aluminio y potasio o amonio 200 g
Agua destilada 250.0 ml
Oxido merctirico 80 g

Solucion 8

Alcohol etilico al 96 % 276.0 mi
Gtlicerina 330.0 ml
Acido acético 18—-34 ml
Sulfato de atuminio y potasio o amonio 500 g
Preparacion:

1. Para preparar la solucién A, se disuelve la hematoxilina en el alcohol etilico
catentando suavemente.

2. Agregar al acido acético.

3. Disolver el sulfato de aluminio y potasio en el agua destilada y agregar el oxido
mercurico

4. Mezclar las dos soluciones.

5. Enfriar rapidamente. .

G. Preparacion de la solucién B, agregar el érden los reactivos en el alcohol etilico.

19
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7. Agregar la solucion B a la A, suavemente, calentar hasta 100 grados centigrados.

8. Enfriar rapidamente.

9. Reposar toda la noche.

10. Filtrar antes de su uso.

Duracion:

Posiblemente indefinida, dependiendo de sﬁ cuidado.

[C))




Hematoxilina de Carazzi.

Colorante nuclear directo progresivo.

Hematoxilina 05 g
Glicerol 100.0 mi
Alumbre de potasio 25.0 g
Alcohol etilico 322.0 mi
Agua destilada 400.0 ml
lodato de potasio 0.1 [o]

Preparacion.

-

2
3
4.
5
6

. Disclver la hematoxilina en glicerol.

Disolver el alumbre de potasio en 350 ml del agua.

. Las dos soluciones se dejan reposar toda fa noche.

Disolver el iodato de potasio en 50 ml de agua. calentando un poco.
Se mezclan las tres soluciones, poco a poco y agitando cuidadosamente.

Filtrar antes de su uso

Duracion

Seis meses a temperatura ambiente.

Notas

La duracion se puede prolongar evitando la sobreoxidacién provocada por el
calentamiento excesivo.

Refrigerar de preferencia y antes de su uso permitir que tome la temperatura
ambiente. .

9
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Hematoxilina de Carazzi
(Universidad de Nottingham)

Colorante nuclear indirecto regresivo

1. Hematoxilina 10 g
2. Alcohol etilico 96 % 100 . mi
3. Sulfato de alumbre y potasio 200 [+]
4. Agua destilada 2000 mi
5. Yodato de sodio 1 g
6. Glicerina 400 mi
Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en el alcohol.
2. Disolver el alumbre en el agua.

3. Calentar hasta 60"C.

4. Mezclar.

5. Agregar 1 g de iodato de sodio.

6. Agregar la glicerina.

1)

FAL
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Hematoxilina de Cole.

Colorante nuclear directo progresivo.

Hematoxilina ' 1.5 g
Solucion acuosa saturada de alumbre de potasio 700 ml
Sclucion alcoholica (etilico al 95 %) de yodo al 1 % 50.0 ml
Agua destilada 250.0 ml
Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en agua tibia a 27 grados centigrados.
2. Mezctar con la solucion de alumbre lentamente.
3

. Llevar a ebullicion franca rapidamente.

§:y

Enfriar en un recipiente de agua fria.

Filtrar antes de su uso

(8]

Duracion.
Doce meses.

(9)




Hemalumbre de Debiden.’
Laca nuclear, regresiva directa.
La mucina puede tedirse de azul.

Buen colorante de rutina para H-E.

Hematoxilina 5 g
Sulfato de aluminio y potasio 100 g
Agua destilada 20 ml
Oxido rojo de mercurio 25 g
Hipoclorito de sodio sol. Acuosa al 5.25% 2 ml

Preparacion:

Disolver el Sulfato en agua en un recipiente grande.
Agregar la hematoxilina.

Mezclar bien

Dejar en horno a 60-65° C. Toda la noche.

Retrar del horno y agregar el agente oxidante apropiado.

o 0 M w NN

Agitar hasta que se enfrie.

~l

Filtrar antes de su uso.

Notas:

= Esta formula es variante de la original de Harris.

« Variante con oxido mercurico.

El acido acético, se puede agregar tan pronto se haya enfriado la mezcla.

Es preferible preparar pequefios volimenes mensualmente.

TESIS O
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< Variante con hipoclorito de sodio. )

Es necesario que para una buena tincion se »madure la mezcla una o dos semanas.
Si se usa acido acético, se debera agregar inmediatamente antes del uso.

Tiempo de tincion: '

= Secciones en parafina 5 minutos.

e Citologia 45 segundos.

(5)




Hematoxilina de Delafield.

Colorante nuclear directo progresivo.

Solucion A.

Hematoxilina 6 g
Alcohol etilico al 95 % so0mi

Solucion B.

Solucion acuosa saturada de alumbre de amonio 600 m!
Solucion C.

Alcohol etilico o metitico al 95 % 150 mi
Glicerina 150 ml

Preparacion:

1. Peparacion de las tres soluciones por separado.

2. Mezclar las soluciones A y B, reposar toda la noche.

3. Filtrar y agregar la solucion C

4. Madurar de seis a ocho semanas en la luz en frasco transparente bien tapado,
hasta que la solucidn adquiera un color obscuro.

5. Filtrar antes de su uso.

Duracion:

48 meses o mas. en frasco ambar bien tapado.

(4) .
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Hematoxilina modificada de Delafield para tejido vegetal.

Coloracion general directa progresiva, para tejidos vegetales, en los que se .incluyen

los meristematicos.

Solucion A.
Hematoxilina 10 g

Alcohol absoluto etilico - 100 ml
Solucion B.
Sulfato de alumbre 1.9

Agua destilada 100 ml

Otros reactivos.

Glicerina 100 mi
Alcohiol metilico absoluto 100 ml
Freparacion:

1. Disolver la hematoxilina en el alcohol etilico.

2. Mezclar 400 ml de la solucidn B con 40 ml de la solucidn A.
3. Madurar expuesta a la luz, una semana.
4

. Filtrar.




5. Agregar 100 m! de glicerina y 100 m| de alcohol metilico absoluto.
6. Madurar de seis a ocho semanas.
La solucion de trabajo se prepara mezclando partes iguales de la solucién madre

fitrada, de hematoxilina con agua destilada.

Duracion:

Doce meses en frasco ambar bien cerrado. (4)
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Hematoxilina de Ehrlich.

Modificada para coloracion de embriones en bloque.
Laca utilizada para tinciones en bloque de embriones, colorante nuclear directo

progresivo.

Hematoxilina 2 g
Alumbre de aluminio y potasio 2 g
Alcoho! etilico absoluto 100 ml
Glicerina 100 mt
Agua destilada 100 mi
Acido acético glacial 10 ml

Preparacion:

1 Disolver el alumbre en 100 mi de agua.

2. Agregar la glicerina.

3 Disolver la hematoxilina en el alcohol, se deja madurar al menos dos semanas.
4 Mezclar las dos soluciones. dejar reposar toda la noche.

5 Agregar el acido acético.

6. Permitir la maduracion al menos dos semanas.

7. Filtrar antes de su uso.

Duracion: Seis meses. (7)
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Hematoxilina de Ehrlich.

Laca utilizada como colorante nuclear directo progresivo.

Hematoxilina 64 g
Alumbre de amonio o de potasio 40 [s]
Alcohol etilico 322 : ml
Glicerina 322 ml
Agua destilada 322 ml
Acido acético glacial 32 . ml

Preparacion:
1. Disolver la hematoxilina en el alcohol y se agrega en orden los demas reactivos.
2. Filtrar antes de su uso.

3. Se puede acelerar la maduracién agregando iodato de sodio 1.8 g.

Duracion
48 meses.

(15)
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Hematoxilina de Faure.

Colorante directo progresivo, se puede usar como tincién nuclear acido resistente, o

como tincién primaria sin contraste alguno.

Solucién A
Hematoxilina 3.2 g
Etanol at 90% 100 mi

Solucion 8

Cloruro férrico 0.2 g
Acetato cuprico 0.1 mil
Agua 100 mi
Acido hidroclorico 2.0 mi

Preparacion:
1. Mezclar en orden y por separado los componentes de las mezclas.
2. Combine partes iguales de la solucidon A y la solucidn B para hacer 1a solucion de

trabajo

Duracion:
La solucion de trabajo sera preparada inmediatamente antes de su uso.

Las soluciones madre son estables por 4 meses.
(19)

31




Hematoxilina de Fernandez Galiano.

Colorante nuclear indirecto progresivo.

Preparacion:

Soclucién acuosa de hematoxilina al'1 % 50 ml
Acido acético 50 ml
Agua destilada ’ 150 ml
Notas:

« Para preparar la solucion de trabajo se mezclan las soluciones en las cantidades
citadas antes de su empleo.
= Fijar en la mezcla de Zenker.

« Retirar los precipitados mercuricos en el corte.

Duracion:
Para una sola aplicacion.

N




Hematoxilina para protozoarios en frotis fijados.

Hematoxilina . 0.5 g

Alcohol etilico al 95 % 10 mi
Agua destilada cbp 100 ml
Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en el alcohol.
2. Agregar agua destilada hasta completar 100 ml.
3. Madurar al menos cuatro semanas.

4. Filtrar antes de su uso.

Duracion:
Doce meses.

a7
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Hematoxilina de Friedlander.

Colorante directo progresivo.

Hematoxilina 2 g
Alumbre de potasio 2 g
Alcohol etilico absoluto 100 ml -
Agua destilada 100. mi
Glicerina 100 mi

Preparacion:

1. Discolver la hematoxilina en el alcohol.

2 Disoliver el alumbre de potasio en el agua destilada.
3. Reposartoda la noche.

4. Filtrar

Agregar la glicerina.

[&]

Duracion:
De seis a doce meses, en frasco ambar bien cerrado.

14) .




Hemalumbre de Gadsdon

Laca nuclear con la propiedad de ser usada regresiva y progresiva.

Las mucinas se colorean de azul.

Se sugiere su uso para tinciones de rutina, como H-E.

Hematoxilina 55 g
Etanol 100 ml

Sulfato de aluminio y potasio 60 g

Agua destilada 600 |
lodato de sodio 05g
Agua destilada 10 mit
Acido acético 20 mi
Glicerot 300 ml
Preparacion

1. Disolver la hematoxilina en el etanol.

Disolver el Sulfato en 600 mil agua.

Mezclar bien.

Mezclar bien

Agregar el acido acético.

I I I I N

Mezclar bien.

Disoiver el yodato de sodio en 10 ml de agua.

Combine las soluciones de hematoxilina y sulfato.

Agregar la solucion de yodato de sodio.

»n



10. Reposar toda la noche.

11. Agregar el glicerol.

12. Mezclar bien.

13. Filtrar antes de su uso.

Notas:

e Esta solucibn fue desarrolada por el Prof. Derek Gadsdon at the - Sheffield
Children's Hospital, UK.

* Debe ser usada de inmediato.

Duracion:

Guardada a temperatura ambiente puede durar hasta 6 meses o mas.

Tiempo de tincion.

Regresivo 6 minutos. -

Progresivo 3 minutos.

Secciones por congelacion 1minuto.

(8)
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Hemalumbre de Gages's

Colorante nuclear directo progresivo

Hematoxilina 1 g
95% etanot 20 mi
Sulfato de aluminio y potasio 40
Agua destilada 1
Hidrato de cloral 20 g

Preparacion:

-

Disolver la hematoxilina en el etanol.

2. Disolver el sulfato en agua.

3 Combine las soluciones y agrege e! hidrato de cloral.
4. Madurar al menos dos semanas.

Nota

[Zsta formula no tiene agente oxidante.

Tiempo de tincidn:

Dependiendo de ias caracteristicas de la muestra.

(19)




Hemalumbre de Garvey.

Sus caracteristicas son parecidas al hemalumbre de Mayer.
Se puede usar como un buen sustituto.

Los tiempos y resuitados son similares.

Etanol 100 ml
Hematoxilina 25 g
Agua destilada 900 mi
Sulfato de aluminio y potasio 45 g
Acido citrico 1 g
Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en el etanol.

2. Disolver el sulfato en el agua destilada. calentando suavemente.
3. Combine tas dos soluciones,

4. Agregar el yodato de sodio y el acido citrico.

5 Mezclar ben para disolver.

Duracion

La solucion es estabie por algunos meses.

Nota

Se puede usar alumbre de amonio, en lugar del sulfato de aluminio

(22)
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Hemalumbre de Gill

Colorante nuclear, directo progresivo.

Se sugiere ser usado para:

Citologia ( Formula Suave )

Trabajo de rutina como H-E.( las formulas media y fuerte )

Suave Media Fuerte
Hematoxilina 2 g 4 g (<] a
Sulfato de aluminio 176 g 704 g 1684 . g
Yodato de sodio 02 g 04 g : 06 g
Agua destilada 750 ml 750 mi 750 mi
Etilen glicol 250 mi 250 mil 250 mi
Acido acético 20 g 20 g 20 g

Preparacion:

1.

Mezclar el etilen glicol y el agua.

2. Agregar la hematoxilina

3. Agregar el yodato de sodio.

4. Agregar el sulfato de aluminio.

5 Agregar el acido acético.

6 Agitar durante una hora a temperatura ambiente.
7 Futrar antes de ser usada.

Duracion:

L.a solucion puede ser estable por un afio.




Notas:

= Puede ser empleada inmediatamente.

e Ajustar la cantidad si existe diferencia.

e Del mismo modo la hematoxilina debe se anhidra.
Tiempo de tincion:

« Suave para citologia 2 minutos.

e Media para secciones en parafina 3 minutos.

= Fuere para secciones en parafina 1.5 minutos;

(&)
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Hematoxilina férrica de Goldman.

Colorante nuclear, indirecto, progresivo.

Utilizado para la demostracién de protozoarios.

Solucion A

Sulfato férrico de amonio
Agua

Acido acético glacial

Acido Sulfarico

Solucion 8
Solucidn acuosa saturada de acido picrico

Acido sulfurico

Solucion C
Hematoxitina

Agua

Solucion D
70% etanol

Carbonato de Litio soluciéon saturada

4 g
100 mi
1 ml
0.12 ml
100 ml
0.1 mi
0.5 ]
100 ml
100 ml




Preparacion:
Mezclar cada solucién por separado.

La solucidén acuosa de hematoxilina debe ser madurada antes de ser usada.

Nota:

« Secciones en parafina de material fijado con fermalina o sus variantes, Bouin o
Zenker.

» La sobretincion puede presentarse solo si las secciones se dejan en la solucion
de hematoxilina por muchas horas.

« Eltejido fijado en Bouin no es tedido tan intensamente como con otros fijadores.

» Si el tiempo en la solucidn de acido picrico se disminuye se puede provocar

sobretincion.

Duracion:

No esta bien especificada pero es probable que se mantenga estable por largos
periodos. La hematoxilina puede deteriorarse conforme se oxida, siendo estable
aproximadamente por 1 o 2 meses.

(15)
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Hematoxilina Cromica de Gomori.

Colorante directo progresivo, para granulaciones beta del pancreas.

Solucion A

Hematoxilina en solucién acuosa al. 1%

Solucion 8

Alumbre de cromo sclucidon acuosa al 3 %

lodato de potasio

Preparacion:

9

Preparar las soluciones por separado.

50.0ml

50.0 mi

01 g

2 Agregar la solucion B a la A,

3. Calentar hasta que ia solucion se torne azul intenso.
4. Enfrniar inmediatamente

5  Fdtrar antes del uso

Duracion

Seis meses. en frasco ambar bien cerrado.

{15)
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Hematoxilina de Groat.

Colorante nuclear directo progresivo.

Solucién A

Agua destilada 100 mi
Acido sulfarico concentrado 1.6 mi
Alumbre de fierro amoniacal 20 g

Solucion B
Alcohol etilico al 96% 1000 mi

Hematoxilina 1.0 g

Preparacion:
1. Disolver por separado los reactivos de cada solucion.
. Reposar 30 nunutos.

Mezclar en partes iguales.

HoWw N

Reposar 30 minutos antes de su uso.

Filtrar antes de su empleo.

[¢]

Duracion:

Aproximada de un mes
(16)
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Hemalumbre de Groot.

Colorante nuclear directo progresivo

Hematoxilina 2 g

Etanol al 95% 650 ml
Agua destilada 270 ml
Glicero! 80 ml
Sulfato de Aluminio y amonio 22 g
Peroxido de hidrégeno 7.5 mi
Ferricianuro de Potasio 0.8 g
Ciloruro de Calcio 15 g
Bromuro de sodio 75 g

Preparacion:

1

2
3

o o »

~

Mezctar etanol, agua y glicerol para hacer el solvente.
Mezclar el peroxido con 15 ml de solvente.

Agregar la hematoxilina a la mezcla anterior.

Disolver el cloruro de calcio y el bromuro de sodio en 250 ml del solvente.

Mezclar con la solucion de hematoxilina.
Agregar la mitad del sulfato
Disolver el ferricianuro de potasio en 400 ml solvente.

Agregar a la solucién de hematoxilina.

45



9. Disolver el sulfato restante en el solvente restante.

10. Agregar a la solucion de hematoxilina.

Notas:
= El peroxido y el ferricianuro son agentes oxidantes.

e La concentracion del peroxido no esta especificado, pero se recomienda usar

peréxido de 30 volumenes.

Tiempo de tincion:
Sera determinado de acuerdo a las caracteristicas de la muestra.

ae)




Hemalumbre de Hamilton..
Tincion directa progresiva. Esta formula esta basada en la originalmente propuesta

por Langeron en 1942, derivada a su vez de la téchica de Mayer.

Hematoxilina 2. g
Sulfato de aluminio y potasio 75 @9
Agua destilada 950 ml
Etanol ' 50 mi
Acido acético 30 mil
lodato de sodio 03 g
Preparacion:

1. Disolver el sulfate en el agua.

2. Cuando se haya disuelto. agregar el etano! y mezclar bien.
3. Agregar la hematoxilina y mezclar bien.

4 Agregar el yodato de sodio y mezclar bien.

5 Reposar toda la noche en un lugar obscuro.

6 Mezclar bien,

7 Agregar el acido acético.

8. Fultrar .

Tiermpo de tincion:

3 minutos
11)
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Hematoxilina de Harris.

Colorante nuclear directo progresivo.

Hematoxilina 10 g
Alcohol etilico absoluto 100 ml
Alumbre de amonio o potasio 200 g9
Agua destilada 2000 ml
Oxido rojo de mercurio 5 g
Acido acético 10-40 ml

Preparacion:
1. Disolver la hematoxilina en el alcohol.
2. Disolver el alumbre de amonio en el agua calentando a 30 grados.

3 Retirar del fuego.

4. Mezciar las dos soluciones y calentar hasta ebullicion franca. hervir 60 segundos

agitando vigorosamente.
5. Retirar del fuego y agregar cuidadosamente el oxido rojo de mercurio.

6. Calentar nuevamente hasta que la solucidon se torne purpura.

7. Retirar del fuego. e inmediatamente enfriar en un recipiente con agua fria,

renovandola constantemente hasta que enfrie.

8. Reposar toda la noche.

9. Filtrar antes de su empleo.

Nota:

La adicion del acido acético aumenta la electividad de la coloracién nuclear.

Duracion: 12 meses. (9)
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Hemalumbre de Harris y Power.

Hematoxilina 20 'g
Etanol 6 ml
Sulfato de aluminio y potasio 60 g
Agua destilada 100 mt

Preparacion:
1. Mezclar el sulfato y la hematoxilina en un mortero.
Agregar pequenas cantidades de agua mientras se disuelve la mezcla.

2
3. Filtrar.
4

Agregar el etanol.

Tiempo de tincion:
Determinar de acuerdo a las caracteristicas de la pieza.

(19)
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Hemalumbre de Haug.

Colorante nuclear directo progresivo

Hematoxilina 55 g
Etanol 5 mi
Acetato de aluminio 5 g
Agua destilada 100 ml

Peparacion:
1. Disolver {a hematoxilina en etanol.
2. Disolver el acetato de aluminio en agua.

3. Combinar.

Tiempo de tincion:
Determine de acuerdo a las caracteristicas de cada muestra.

(19)




Hematoxilina de Heidenhain.

Colorante indirecto regresivo para nucleo, mitocondrias, cromatina, granulos de

secrecion y amibas.

Hematoxilina 1 g
Alcoho etilico al 90 % 10 mi
Agua destialada 20 mi
Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en el alcohol etilico.
2. Madurar al menos tres semanas.

3. Agregar el agua destilada.

4. Guardar en frasco bien cerrado.

(12)




Hematoxilina progreéiva diluida de Heidenhain.

Colorante. indirecto progresivo péra pafedes lignificadas, y nucleos vegetales.

Hematoxilina 1. 9.
Alcoho etilico absoluto 10 . ml
Agua destialada 500 mi

Preparacion:
1. Disolver la hematoxilina en el alcohol etilico.

2. Madurar al menos tres semanas.

3. Agregar 0.25 ml de la solucion alcoholica de hematoxilina, a la totalidad del agua

destilada.

4)
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Hematoxilina férrica de Held.
Colorante nuclear, indirecto, regresivo.
Usado como tincion primaria y como tincion nuclear acido resistente.

El resultado es parecido a la técnica de Heidenhain.

Solucion madre de Held.

Hematoxilina 1
Acido fosfomolibdico 15
Agua 30 ml
Etanol 95% 70 mi

Solucion A
Sulfatro férrico de amonio 5 g
Agua 100 mi
Solucion 8
Solucion madre 5 mi

Agua 85 mi

Preparacion

1. Mezclar el agua y etanol.

2. Disolver la hematoxilina.

3. Agregar el acido fosfomolibdico.

4. Reposar un mes y decantar.
(19)
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Hematoxilina de Herxheimer.

Colorante directo regresivo para fibras elasticas.

Solucién A

Hematoxilina 10 g
Alcohol etilico absoluto 200 mi
Agua destilada 200 mi

Solucion B

Solucién acuosa saturada de carbonato de litio 10 mi

Preparacion:
1. Disolver la hematoxilina en el alcohol.
2. Madurar al menos tres semanas.

3. Agregar el agua.

Nota
Para preparar {a solucién de trabajo se mezclan las soluciones A y B. antes de ser
empleada.

(11}




Hematoxilina férrica de Janssen.
Se usa como colorante nuclear progresivo directo, resistente al acido, recomendado

como sustituto de la hematoxilina férrica de Weigert,

Solucion A

Hematoxilina 1
Sulfato férrico de amonio 5

Agua destilada 70 ml
Alcohol absoluto 5 ml
Glicerol 15 m)
Metanol 15 ml

Preparacion:

» Gray

-

Disolver el alumbre de hierro en agua.

2 Disolver la hematoxilina en el etanol.

3. Combinar, y dejar una semana.

4. Fiftrar, y anadir los demas ingredientes en orden.
= Lillie

1. Combinar en orden todos los ingredientes y disolver.
2 Omitir ta semana de maduracion. .

Duracion. Seis meses. (19)
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Hematoxilina de Johansen.

Coloracion indirecta regresiva, para cromosomas y centrosomas, en tejidos

meristematicos. (de la técnica original de Heidenhain).

Hematoxilina 10 g
Alcohol etilico absoluto 100 mi
Metil celosoive 50 ml
Agua destilada 50m!
Agua corriente con sales de calcio 50 mi
Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en el alcohol absoluto.
2. Madurar dos semanas.
3. Mezclar suavemente. 5 ml de la solucion alcoholica de "hematoxilina, con los

demas reactivos.
Duracion

Seis meses, en frasco ambar bien cerrado.

(4)
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Hematoxilina férrica de Kefalas.

Tincién nuclear progresiva. Se puede usar como colorante  acido resistente.

Solucion A

Hematoxilina 1 g
Cloruro férrico 1 ‘. g
Acetona 100 ml
Acido hidroctorico 0.05 mi
Preparacion:

1. Se disuelve la hematoxilina en acetona.
2. Se agrega el cloruro férrico.

3. Cuando se disuelve se agrega el acido hidroclorico.

Duracion.

Por la simplicidad de la formula se puede deducir que su duracidon es corta.

Notas:
- 0.05 mide acido hidroclorico son aproximadamente de 1 a 2 gotas.
- Eltiempo de tincién se ajustara dependiendo del tipo de fijacién y muestra.

- 30 minutos puede ser el punto medio para la tinciéon.
(19)




Hemalumbre de Kleinenberg.

Solucién alcoholica saturada de hematoxilina 85 ml
Solucion saturada de sulfato de aluminio y potasio 15 mil
Solucién saturada de cloruro de calcio 1Tml

Tiempo de tincion:
Determine de acuerdo a las caracteristicas de fijacion y el tipo de muestra.

(19)

Hematoxilina de Klutschitzky.

Colorante directo regresivo, para tejido nervioso.

Solucion A ‘

Hematoxilina 10 .g

Alcohol etilico absoluto 100 ml

Solucion 8

Solucion acuosa de acido acéticoal2 % 90 mi

Preparacion:

1 Disolver la hematoxilina en el alcohol y se madura al menos seis meses.

2. Para preparar la solucion de trabajo, se mezclan 10 ml de la solucién A y 90 ml.
de la solucion B.

Nota

La fijacion se hara con formalina, seguida del liquido mordiente de Weigert.

(15)




Hematoxilina alcoholica de Kofoid y Swezy.

Coloracién indirecta regresiva, para protozoarios , evidenciando: detalles nucleares,
érganos locomotores, cuerpos cromatoides y plasmidos, principalmente en frotis o

extenciones.

Hematoxitina 10 g
Alcohol etilico al 95 % 100 ml
Alcohol etilico al 50% 9 ml

Preparacion:
1. Disolver la hemtoxitina en el alcohol! etilico al 95 %.

2. Madurar cuatro semanas.

Solucion de trabajo:
Diluir 1 m! de la solucion alcoholica de hematoxilina. con 8 mi de alcohol al 50 %,
inmedatamente antes de su uso.

11
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Hematoxilina férrica de Krajian.

Excelente colorante nuclear, directo, progresivo, de uso general.

Solucion A
Hematoxilina
Sulfato férrico de amonio

Cloruro férrico

a0 0 o0

loduro de potasio
Agua 50 ml

Etanot al 95% 50 ml

Preparacion:
1. Disolver la hematoxilina en el etanol.
2. Disolver en orden los demas reactivos en el agua:

3. Combine las soluciones.

Notas

* Este método esta basado en una técnica para microorganismos.
= Eltiempo de tincion debera ser ajustado.

= Eltiempo optimo de tincidn se obtendra por acierto y error.

(19)
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Hemalumbre de Krutsay.

Tincién directa progresiva, altamente selectiva para nacleo.

Uso sugerido para contraste nuciear.

Hematoxilina 1 9
Sulfato de aluminio y potasio 50 g
Agua destilada 1 L
Acido hidroclorico 5 ml
lodato de sodio 0.2 g

Preparacion:
1. Mezclar los ingredientes en orden.
2. Llevar a ebulticion rapidamente.

3. Enfriar rapidamente vy filtrar.

Notas:
» Puede ser usada inmediatamente.

« Se puede convertir en hematoxilina férrica acido resistente.

Tiempo de tincion:
Progresivo 5 minutos.

Después de la conversion a hematoxilina férrica 5 minutos.
(13)
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Hemalumbre de Langeron.

Coloracion progresiva y selectiva para ndcleo. Se obtiene unal igera tincion de

fondo.

Las formulas de Langeron son modificaciones de la formula de Mayer.

La formula de Langeron de 1924 es una modificacion de la formula de Mayer de

1896.

La formula de Langeron de 1942 es una modificacion de la férmula de ‘Mayer de

1901.

Hematoxilina

Sulfato de aluminio de amonio
Sulfato de atuminio y potasio
Agua destilada

Glicerol

Acido citrico

Acido acético glacial

Hidrato de cloral

lodato de sodio

1924 1942
4 g 1.9
50 g
50 g
700 mi 1 L
300 mi
19
20 ml
50 g
02 g

63




Preparacion:

1924

1.

o A LN

Moler la hematoxilina con el glicerol.

Disolver los otros ingredientes en agua.
Agregar la pasta de hematoxilina.

Lavar la pasta de hematoxilina con la solucion.

Madurar al menos dos meses.

Colorante regresivo.

1942

1.

& w N

©

Disolver el sulfato y ta hematoxilina en agua.
Agregar los otros ingredientes.

Lavar a ebullicion.

Se puede usar cuando enfrie.

Se puede usar alumbre de amonio en lugar de alumbre de potasio.

Tiempo de tincion:

Entre 5 y10 minutos.

(19)
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Hematoxilina de Launoy.

Colgranie nuciear, diuecto y progresivo

Hematemna 10g
Sultato de giuinie vy potasio S5g
Agua destiada 11

ForCaracitn

Combine ius inygiedienties en arden

Iester

S especihica hemmatena en lugar de Hematoxilina

Dov tisgots cdes HEC1CAT

loctoninags rarg cada muestra




Hemalumbe de Lee.

Tincidn directa progresiva general, con mayor especificidad por el ntcleo.

Hematoxilina 1.:g
Sulfato de aluminio y amonio 50 o]
Agua destilada 1 I
Hidrato de cloral 50 g

02g

lodato de sodio

Preparacion:

1. Combinar en orden los ingredientes.
2. Llevar a ebullicion rapidamente.

3 Enfriar rapidamente

4. Filtrar antes de su uso.

Tiempo de tincidn

Determinar para cada tipo de muestra.

(19)
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Hematoxilina férica de Lillie.
Formula de 1940 se puede usar como tincidn nuclear, acido resistente.
Féormula de 1954 colorante. nuclear progresivo, acido resistente y no requiere

diferenciacion.

1940 1954
Hematoxilina 1 9 d.s =]
Cloruro férrico 1.2g ) 12g
Sulfato ferroso 444 g
Etano!95% 100 ml
Agua 100 mi 292 ml
Acido hidroclérico 1 ml 8 ml

Preparacion para la técnica de 1940:
1 Disolver el cloruro férrico en la mitad del agua.
2. Disolver la hematoxilina en la otra mitad.

2 Combinar las dos soluciones y agregar el acido hidroclérico.

Preparacion para la técnica de 1954

1 Disolver la hematoxilina en etano!l.

2 Disolver el cloruro férrico y el sulfato ferroso en el agua.

5 CON
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3. Agregar el acido hidroclérico.

4. Combinar las soluciones.

Nota:

La férmula de 1954 es una modificacion de la técnica de la hematoxilina férrica de
Wiegert.

Duracién: 1940 — no es estable por mucho tiempo.

1954 — Al menos 3 meses. (19)




Hematoxilina férrica de Lillie y Earle.

Colorante nuclear acido resistente, directo progresivo.

Solucion A

Hematoxilina 1 g
Etanol 95% 50 mi
Glicerol 50 ml

Solucion B

Sulfato férrico de amonio 15 g
Sulfato ferroso 15 [<}
Agua 100. ml
Preparacion.

1 Preparar cada solucion por separado, combinando en orden los ingredientes de
cada una

2 Combine partes iguales de las dos soluciones.

Nota
El tiempo de tincion se puede trabajar entre 15 y 30 minutos.

(19)

oY




Hematoxilina Lillie-Mayer.

Colorante directo progresivo.

Hematoxilina 5 9
Alumbre de amonio 50 g
Glicerol 300 ml
Agua destilada 700 mt
lodato de sodio 05 g

Preparacion:

Disolver en orden los reactivos en el agua destilada.

Notas:

e La coloracion es casi instantanea a 25 grados centigrados.

« Duracion de 12 a 48 meses, en frasco ambar, bien tapado. Se pueden agregar
20 mide

acido acético para aumentar la electividad sobre las estructuras acidas.

15)
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Hemalumbre de Mclachlan.

Colorante directo progresivo nuclear.

Hematoxilina 2 =]
Sulfato de Aluminio 17.5. g
Agua destilada 700 ml
Glicerol 300 mi
lodato de sodio 02 g
Glacial Acido acético 15-20 ml

Preparacion:
1. Disolver el sulfato de aluminio o el alumbre en 500 ml de agua.
2. Agregar la hematoxilina y disolver.

3. Agregar el acido acético y mezclar bien.

Entibiar el glicero! para reducir la viscosidad y agregar a la mezcla:

EY

Mezclar bien y aforar a 1 litro con agua.

&

8. Agregar el iodato y agitar entre 5 y 10 minutos.

Guardar en frasco bien cerrado en la obscuridad.

Nota:
Se pueden sustituir 25 gramos de alumbre de potasio por sulfato de aluminio
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Duracion:

De 2 a 5 afos.

Tiempo de tincion:
Secciones por congelacién de 40 a G0 segundos.

Cortes en parafina de 2 a 4 minutos.

Nota:
Esta formulacidon ha sido llamada asi en honor del Dr. H.K.l. McLachlan, a.peticién
del autor. Mike Rentsch. : Rentsch, M. Australian Biostain P/L.

(13)




Hematoxilina acuosa de Mallory.

Colorante nuclear, directo progresivo.

Hematoxilina ) : 25 g
Alumbre de amonio 50 g
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Preparacion:

1. Disolver el alumbre de amonio en 500 m! de agua, calentando Iigeramenté.
. La hematoxilina en el agua restante se disuelve mientras se_calienta.

. Se combinan las dos solucicnes ya frias.

. Se agrega, 2.5 g. de timol como conservador.

. Maduracién en 10 dias.

o 0 A w N

Filtrar antes de su uso.

Nota:

Se puede acelerar la maduracion agregando 0.44 g. de permanganato de potasio.

Duracion:
Entre 2y 3 meses.

15)

RIS CON
L UIGEN

3
| Lk
- -



Hematoxilina fosfomolibd‘ica’ de Mallory.

Colorante indirecto progresivo, para tejido conectivo.

Hematoxilina 1.75¢g
Agua destilada 200 ml!
Solucién acuosa al 10 % de acido fosfomolibdico 10 ml

5 g

Acido fénico

Preparacion:
1. Se disuelve la hematoxilina en el agua.

Se mezcla con la soluciéon de acido fosfomolibdico.

2.

3. Se agrega el acido fénico.

4. Maduracion de al menos cuatro semanas, en fraso ambar bien cerrado.
Duracion:

Seis meses.

Notas:
Se puede acelerar la maduracion agregando 177 mg de permanganato de

.
potasio.

« Fijacion por la mezcla de Zenker
(9)
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Hematoxilina fosfotingstica de Mallory.

Colorante para tejido conectivo, directo progresivo'.

Hematoxilina 19
Acido fosfotungstico 20 g
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
Preparacion:

1. Disolver el acido en 5§00 mi de agua. calentando ligeramente,

2. La hematoxilina en el agua restante se disuelve mientras se calienta.
3. Se combinan las dos soluciones ya frias.

4. Maduracion de cuatro semanas.

5 Filtrar antes de su uso

Notas:

e Se puede acelerar la maduracidon agregando 177 mg de permanganato de
potasio

« Fijacion por la mezcla de Zenker.

4)
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Hemalumbre de Mann

Hemateina

95% etanol

Sulfato de aluminio y potasio
Agua destilada

Glicerol

Acido acético

Preparacion:

1. Disolver el colorante en el Acido acético.

320
35
350
250
30

2. Mezclar el etanol y glicerol.

3. Combine las dos soluciones.
4. Agregar los otros ingredientes.
Nota:

mi

mi

Esta mezcla usa Hemateina en lugar de hematoxilina.

Tienpo de tincion:

Determine de acuerdo a cada muestra.

(19)




Hemalumbre de Masson.

Colorante nuclear directo progresivo.

Hemateina 20
Sulfato de aluminio y potasio 80
Agua destilada 1
Acido acético 20

Preparacion:

1.

Disolver el suitato de aluminio en

2. Agregar e! colorante.

3. Filtrar cuando enfrie.

4. Agregar el acido acético.
Nota:

mi

agua y llevar a ebullicién rapidamente.

Esta solucion emplea hemateina en lugar de hematoxilina.

Tiempo de tincion:

Dependiendo de la muestra.

(19




Hematoxilina de Mayer.

Colorante ' nuclear directo progresivo.

Hematoxilina 1 g
Agua destilada 1000 ml
Alumbre de amonio o de potasio 50 g
lodato de sodio 02g
Acido citrico 1.0g
Hidrato de cloral 50g

Preparacion:

1

2
3
4.
5
6

Disolver la hematoxilina en el agua destilada calentando ligeramente.

. Agregar a la solucion el yodato de sodio.

. Agregar el alumbre de amonio.

Agitar suavemente hasta la total disolucion de los reactivos.
Agregar el acido citrico y el hidrato de cloral.

Filtrar antes de su uso

Duracion:

Entre 2 y 3 meses.

(15)




Hematoxilina férrica de Morel y Bassal.

Colorante directo progresivo usado como tinciéon acido resistente.

Solucidén A

Hematoxilina 1 g
Etanol 95% 100 ml
Solucion 8

Cloruro férrico 2 g
Acetato de cobre 0.04 g
Acido hidroclérico 1 mi
Agua 100 mi

Preparacion.

1 Preparar cada solucion por separado, combinando en orden los ingredientes de
cada una

2. Combine partes iguales de las dos soluciones.

(19)




Hematoxilina de Pal-Weigert.

Colorante indirecto regresivo, para haces de mielina, en sistema nervioso central y

periférico.

Solucion A

Solucion saturada de carbonato de litio.

Solucion B
Hematoxilina 1 9

Alcohol absoiluto o al 85 % 10 ml

Preparacion:

1. La solucion saturada de carbonato de litio, se prepara afadiendo carbonato de litio
hasta que se observe precipitado no disuelto en el fondo.

2. La solucion de hematoxilina no requiere de ser madurada, paro si es aﬁéja es

mejor.

Notas:

= Para preparar la solucion de trabajo se agrega 1 volumen de la solucion A, a 9

volumenes de ta solucion B.

TESIS CON ¥
FALL/A TE QRIGEN




» La fijacion recomendada es con mezclas a base de formalina o formol bromurado
de Caijal.
(4)
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Hematoxilina de Papamiltiades.

Colorante nuclear, directo progresivo.

Hematoxilina 509
Alcohol etilico absoluto 50 ml .
Alumbre de amonio o potasio 100 m!
Agua destilada 1000 ml
Oxido de mercurio 25.g

Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en el alcohol.

2. Disolver el alumbre en el agua, calentando ligeramente.

3. Mezclar fas dos soluciones.

4. Llevar a ebullicidn lo mas rapido posible.

5 Retirar del fuego y agregar con cuidado el oxido de mercurio.

6. Segquir calentando suavemente hasta que la solucion adquiera un color parpura.
7. Enfriar rapidamente en un recipiente con agua fria.

8. Reposar toda la noche

9. Filtrar antes de su uso.

Duracion:

Doce meses
a9




Hematoxilina férrica de Pequin & Goddard.
Colorante nuclear, directo, progrésivo. con caracteristicas acido resistentes para

técnicas tricromicas.

Hematoxilina 0.8 <]
Sulfato férrico de amonio 5.0 g
Sulfato de amonio 0.7 g
Agua 75 ml
Etanol al 95% 25 ml
Glicerol 13 ml

Preparacion:

1. Mezclar el glicerol y ef etanol.

2. Agregar la hematoxilina y disolveria usando calor suave.
3 Disolver los otros ingredientes en el agua

4 Agregar lentamente la solucion de hematoxilina mientras se agita.

(6]

Reposar durante 24 horas

6. Fitrar antes de su uso

Nota Alcohol-picrico:

Acido picrico en solucion saturada en etanol al 96 % emil
Etanolal 96 % 94ml
(19)
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Hemalumbre de Pusey

Colorante nuclear, directo, progresivo.

Hematoxilina, alcohdlica al 10 % 16 ml
Agua destilada 1 |
Amonio aluminio 60 g
lodatode sodio 025 g
Acido citrico. 5% en solucion acuosa 7 mi
Hidrato de cloral G0 e
Preparacion:

1. Disolver el amonio de aluminio en el agua usando poca temperatura, no hervir.
Agregar la hematoxilina alcohdlica.

Mezclar y agregar el yodato de sodio.

Reposar 30 minutos

Agregar el hidrato de cloral

o 0 & w N

Mezclar vigorosamente y agregar el acido citrico.

~!

Venficar que el pH sea de 2.45.

8 Ajustar con la solucion de acido citrico si fuera necesario.

Nota

La solucion de hematoxilina debera estar madurada al menos 5 semanas.
Tiempo de tincion:

Dependiendo de la muestra de 5 a 10 minutos.

a9
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Hemalumbre de Rawitz.

Ingrediente A 8
Hematoxilina 10g

Hemateina 259
Suifato de aluminio y potasio 10g

Sulfato de aluminio y amonio 15 g
Agua destilada 650 mi 500 ml
Glicerol 350 ml 500 ml

Preparacior.
1. Disolver el sulfato de aluminio y el colorante en agua.
2. Una vez disuelto agregar el glicerol.

3. Madurar 6 semanas vy filtrar.

Tiempo de tincion
Dependera para cada muestra.

(k2]
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Hematoxilina de Regaud.
Colorante nuclear indirecto regresivo.

Hematoxilina 10 g

Alcohol etilico al 96% 100 mi
Glicerina 10ml
Agua destilada 80 ml
Preparacion:

1. Disolver ta hematoxilina en el alcohol, para madurar al menos ocho dias y entre
mas tiempo pase es mejor.

2 Para preparar la solucion colorante. se mezclan 10 ml de la solucién alcohdlica de
hematoxilina, con los demas reactivos.

(9)
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Hematoxilina férrica de Rozas

Solucion A

Hematoxilina 0.6
Sulfato férrico de amonio 1

Cloruro de aluminio 1.2
Agua 74 mi
Etanot al 95% 6 mi
Glicerol 20 mi

Solucion 8

Suifato férrico de amonio 20 g

Agua 100 ml

Preparacion:

Solucién A

1.  Brisolver ta hematoxilina en el etanol.

2. Disolver el alumbre de fierro y el cioruro de aluminio en el agua.

3 Combinar y agregar el glicerol.

Notas

Esta formula es interesante por contener al mismo tiempo sales de aluminio y fierro.

= Las dos son mordentes usados con hematoxilina y presumiblemente existe cierta
competencia idnica por los puentes de union disponibles, lo que puede modificar

las caracteristicas de la solucion de tincion.
20
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Hematoxilina de Sass

La férmula A es probablemente directa, regresiva.

La férmuia B es directa progresiva.

Ingredientes para las dos féormulas
Hematoxilina

Sulfato de aluminio y amonio
Agua destilada

lodato de sodio

Acido acético

Preparacion:

1. Disolver el sulfato de aluminio en el agua.

2 Agregar la hematoxilina.
3. Agregar los otros ingredientes.

4. Filtrar

Notas:

A B
10g 19

a saturacién50 g

11 11
1049 19
30 m!

» La designacion de las formulas como A y B,  es por los archivos de tincidony por

conveniencia de presentacion.

= Estas formulas usan 1 gramo de

hematoxilina.

T

S
\LLA

yodato de sodio por cada gramo de

e S8
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= Esta cantidad es demasiado, ya que 1 gramo de hematoxilina solo requiere de
0.2 gramos de yodato, por esta razén, si se calienta o hierve a las soluciones se

puede provocar sobreoxidacion al colorante.

Tiempo de tincion:

Determinado por el tipo de material y fijador.
19)
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Hemalumbre de Schmorl

Colorante nuclear directo regresivo. Muy sadlido.

Hematoxilina 5 g

Etanol 60 ml
Sulfato de aluminio y amonio 100 g
Agua destilada 1 L
Preparacion:

1. Combinar los ingredientes a temperatura ambiente.

2. Madurar a temperatura ambiente

3. Filtrar antes de su uso.

Tiempo de tincion:
Determinar de acuerdo a cada tipo de material.

(15)

TESIS
1l

FALLA DE ORIGEN

CON

a0



Hematoxilina de Smith y Mair, modificada por Dietrich
Colorante indirecto regresivo, para la demostracion de lipoides, en cortes hechos por

congelacion.

Hematoxilina 1 ‘g
Alcohol etilico absoluto 10 mi
Solucidn acuosa de acido acético al 2 % 90 ml

Preparacion:
1. Disolver la hematoxilina en el alcohol, mezclar con la solucion de acido acético y
madurar al menos seis semanas o se pueden agregar 0.2 g. de yodato de sodio para

acelerar la oxidacion.

Duracion:
Si se madura naturalmente doce meses, si se agrega yodato de potasio menos de
seis meses.

)
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Hematoxilina de Spielmeyer.

Colorante indirecto regresivo, para coloracion de mielina en cortes realizados

mediante métodos de congelacion.

Solucién madre.
Hematoxilina 10 g

Alcohol etilico absoluto 100 ml

Solucion de trabajo.
Solucion de hematoxitina 10 % Smi

Agua destilada 100 mi
La solucion de hematoxilina debe ser madurada al menos dos semanas antes de ser

empleada.

(18)
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Hematoxilina de Thomas.
Colorante directo progresivo, para nucleo, colagena, reticulina -gruesa, ceélulas

argentafines células de Paneth.

Solucion A

Hematoxilina 25 g
Dioxano 49 mi
Perodxido de hidrogeno 1T mi

Solucion B

Acido fosfomolibdico 16.5 - g
Agua destilada 44 ml
Dietilenglicol 11 mi
Preparacion.

1. Para las dos soluciones, los reactivos se disuelven en orden.
2. La solucién B se filtra.

3. Se agregan 50 ml. de la solucién B a la solucién A.

4 La mezcla se deja reposar 24 horas, en frasco bien tapado.
Notas.

* No fijar fas muestras con mezclas que contengan dicromato.
= Agregar la solucion B a la A.

e Preparar 10 minutos antes de su uso.

(9)
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Hematoxilina de Verhoeff.

Colorante directo progresivo, para colorear fibras elasticas.

Solucion A

Cloruro ferroso 25 g
Sulfato ferroso 45 g
Agua destilada 100 ml

Solucion 8
foduro de potasio 3g

Agua destilada 100 ml

Solucion C

Hematoxilina 109
Alcohol etilico absoluto 100 mi
Preparacion:

1. Preparar cada solucion por separado.

2. Madurar la solucion de hematoxilina al menos diez dias.

3. La solucion B. se prepara inmediatamente antes de su uso.

4. Para preparar la solucion de trabajo se combinan en partes iguales las tres

soluciones y se aplican de inmediato.
2)
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Hemalumbre de Watson

Hematoxilina 6.4 g
95% etanol 320 -mi
Sulfato de aluminio y amonio 064 g
Agua destilada 320 ml
Glicerol 350 mi
Acido acético 30 ml
Potasio permanganato 0.032 g
Preparacion:

1. Disolver el Sulfato de aluminio y el permanganato en agua,
2. Disolver la hamatoxilina en etanol.

3. Combinar las dos soluciones.

4 Agregar los otros ingredientes.

5 Filtrar antes de su uso.

Notas
= Esta es una modificaciéon de la hematoxilina de Ehrlich.

= No requiere maduracidon posterior.

Tiempo de tincion:
De acuerdo al tipo de fijacién y caracteristicas de las piezas.
(19)
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Hematoxilina de Weigert.

Colorante nuclear: directo progresivo, sumamente resistente para las técnicas

tricrémicas.

Solucion A
Hematoxilina 19
Alcohol etilico al 96 % 100 mi

Solucion B

Cloruro férrico 1.99g
Agua destilada 98 mi
Solucién acuosa de acido clorhidrico al 25 % 1 ml

Preparacion

1. Las soluciones se preparan por separado.

2. La solucién de hematoxilina debera madurar al menos diez dias.
3. La solucion de trabajo se prepara en partes iguales.
5

Preparar 10 minutos antes de su uso.

Nota:

Solo se utiliza una vez.
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Hematoxilina al cloruro férrico de Weigert-Lillie.

Colorante directo progresivo, para  paredes celuldsicas, nucleo y citoplasmas

vegetales.

Solucion A
Hematoxilina 1g

Alcahol etilico al 96 % 100 ml

Solucion 8
Cloruro férrico . 29g

Agua destilada 100 mi

Solucion C

Solucion acuosa de acido clorhidrico al 25 % 5mil

Peparacion:

1. Las soluciones se preparan por separado.

2. La solucion de hematoxilina debera madurar al menos diez dias.

3 La solucidon de trabajo se prepara:

Solucion alcoholica madura de hematoxilina a 90 mi de alcohdl etilico al 95%
90 ml de agua destilada con 4 ml de la solucion de cloruro férrico.

5 ml de solucién acuosa de acido clorhidrico al 25%.
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Preparar 10 minutos antes de su uso.

Duracioén:

Después de algunas semanas la solucion se torna café-parda y la tincion pierde
especificidad. )

4)
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Hematoxilina litiada de Weigert.

Coloracién directa progresiva de fibras mielinizadas.

Hematoxilina 10 g¢g
Alcoho! etilico absoluto 100 ml
Solucién acuosa saturada de carbonato de litio 7mi
Agua destilada 90 ml

Preparacion.
1. Se disuelve la hematoxilina en el alcohol.

2. Madurar al menos tres meses.

3. La solucidén de trabajo se prepara mezclando 10 ml de la solucidn madre de

hematoxilina madura, con los demas ingredientes, inmediatamente antes de su

empleo.

(9)
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Hematoxilina de Weigert-Lillie.

Laca nuclear, directa progresiva.

Hematoxilina 1 g
Alcohol etilico al 95% 100 mil
Agua destilada 288 ml
Cloruro férrico en solucion acucosa al 29 % 4 m
Acido hidroclérico 8 ml
Sulfato ferrico 44 g

Preparacion:

1. Disolver la hematoxilina en el alcohol.

2. Disolver en el agua los demas reactivos en orden.
3 Mezclar las dos soluciones.

6. Filrar antes de usar.

Notas

= Se puede usar inmediatamente.

» Se obtienen mejores resultados si la fijacion se realiza con las soluciones de
Zenker o Helly. .

(15)
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Hematoxilina de Weil.

Colorante indirecto regresivo, para mielina.

Solucién A

Hematoxilina 19
Alcohol etilico absoluto 10 mi
Agua destilada 90 ml

Solucion B8

Solucion acuosa de sulfato férrico de amonio al 4 %.

Preparacion:

1. Se disuelve ta hematoxilina en el alcohol absoluto.

2. Madurar al menos 6 meses.

3. Mezclar la solucidn de hematoxilina con ei agua destilada.

4. Para preparar la solucion de trabajo se mezclan partes iguales de las soluciones A
y B. st esta mezcla resulta en una tincion demasiado intensa, se pueden agregar dos
partes de agua destilada.

4)
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Mucihemateina de Mayer.
Coloracion directa progresiva, especifica para mucina.

particularmente mucinas derivadas de células epiteliales.

Hematoxilina 1 g
Alcohol etilico al 70 % 100 mi
Cloruro de aluminio 05g
lodato de sodio 40 - 100 mg

C.B.P. 500 ml con alcohol etilico al 70 %.

Preparacion:
1. Disolver la hematoxilina en el alcohol.
2. Disolver el cloruro de aluminio.

3. Disolver e! lodato de sodio.

Para tejidos glandulares,

4 Agregar lo necesario para obtener un volumen de 500 ml de alcohol etilico al 70

Yo

(15)
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Trioxihemateina férrica de Hanssen.

Colorante directo progresivo, para nuicleos en técnicas tricromicas.

Solucion A

Alumbre de fierro 10 g
Sulfato de amonio 14 9
Agua destilada 150 mi

Solucion 8
Hematoxilina 169

Agua destilada 75 mi

Preparacion:

1. Disolver en orden los reactivos de la Solucion A.

2. Disolver calentando ligeramente. los ingredientes de ia solucion B.
3. Enfriar la solucion B. y mezclar con la solucion A.

4 Calentar rapidamente hasta ebullicién franca.

5 Enfriar rapidamente en el recipiente con agua fria.

Fitrar antes de su uso

~l

Duracion:

Se conserva mas de doce meses en frasco ambar, bien tapado.
(9)
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PROTOCOLOS DE APLICACION

Histologia animal

Coloracidén de leucocitos con granulaciones eosindfilas, de Ehrlich.

1. Extender en un portaobjetos limpio desengrasado una gota de la muestra de
sangre.
2. Secar en platina térmica 5 minutos a 60 grados centigrados.

3. Aplicar la mezcla:

Hematoxilina de Ehrlich 100 ml.

Eosina amarillenta 1% en agua 1 mil.

4. Aplicar sobre la extencion. aigunos minutos, el tiempo varia. dependiendo de la
especie y fa cantidad de grasa presente en la muestra.
5 Lavar abundantemente en agua.

G Deshidratar. aclarar y montar.

Resultados

Globulos rojos: rojo.

Leucocitos: azules.

Granulaciones eosindfilas: réjo-naranja.

(3)
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Coloracion de las estruturas musculares de Heindenhain.

Fijacién en mezclas que contengan bicloruro de mercurio.

1. Cortes en parafina de 10 micréometros.

2. Desparafinar e hidratar.

3. Sumergir en una solucién acucsa al 3 % de alumbre se hierro, de seis a 24 horas
dependiendo del espesor de los cortes.

4. Lavado rapido en agua destilada.

5. Diferenciar en una solucidon acuosa al 3 % de alumbre de hierro.

6. Se revisara constantemente al microscopio para no eliminar execivamente el color
de las estructuras que se requiera revisar.

7 Lavado abundante en agua destilada.

8 Contrastar

9 Deshidratar aclarar y cubrir.

Resultados:
Estriaciones musculares. nucleos. centrosomas, negro a gris.
Citoplasma muscular y tejidos conectivos, dependiendo del colorante de contraste.

(3)
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Coloracion de mitocondrias por el método de Regaud y Mawas.

1. Fijacion de piezas pequefas, no mas de 5 mm por lado, en la mezcla de Regaud.

Solucién acuosa de bicromato de potasio al 3 % 80 ml

Formalina 20 ml

2. Esta mezcla se prepara inmediatamente antes de su uso.

w

Las piezas se dejan 24 horas y se lavan profusamente al menos, dos horas.

b

Lavado breve en agua destilada.

5. Las piezas se sumerjen 24 horas en la hematoxilina de Heindenhain.

6 Las piezas asi tratadas se lavan rapidamente, se deshidratan y se incluyen de
rutina

7 Cortar entre 3 y 4 micrometros.

8 Desparafinar y montar

9 Despues de desparafinar se puede aplicar algun método de contraste.

Resultados
Mitocondrias: negro.
Citoplasmas sin color, 6 dependiendo del método de contraste.

an
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Coloracion por la hematoxilina de Delafield.

-

. Desparafinar e hidratar de rutina.

. Tenir en hematoxilina de Delafield por 15 min.

. Lavar en agua corriente.

. Diferenciar en agua amoniacal o carbonato de litio al 1 % 1 minuto.

. Lavar cona gua corriente.

o 0 bd w N

. Contrastar como se desee.

Fijacion: con las mezclas de Zenker, Bouin o formalin al 10%.
Cortes en Parafina de 5§ a 7 micrometros (um).
2)

Coloracion por la hematoxilina de Ehrlich.

1. Desparafinar e hidratar de rutina.

2 Tedir en hematoxilina de Ehrlich por 2 a 5 min.

3  Lavar en agua corriente.

4. Diferenciar en agua amoniacal o carbonato de litio al 1 % 1 minuto.

Contrastar como se desee.

(4,

Fijacion: con ta mezcla de Zenker.

Cortes en parafina, de 5a 7 pm.

(9)
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Coloracion por el hemalumbre acido de Mayer, modificada por Lilie.

1. Desparafinar e hidratar como de costumbre.

2. Tenir con el hemalumbre acida de Mayer por. 5 min.

3. Lavar en agua corriente.

4. Diferenciar en agua amoniacal o carbonato de litio al 1 % 1 minuto.
5. Contrastar como se desee.

Fijacidon con formaldehido o las mezclas de Orth y Zenker.

Cortes en parafinade 5a 7 pm. .
4) .

Coloracién por la hematoxilina de Harris. (1900)

-

- Desparafinar e hidratar como de costumbre.
. Tenir con el hemalumbre acida de Mayer por 5 min.
Lavar en agua corriente.

Diferenciar en agua amoniacal o carbonato de litio al 1 % 1 minuto.

o A @ N

. Contrastar como se desee.

Fijacion con cualquier buen fijador.

Cortes en parafina de 5 a 7 pm. Pero otros métodos pueden ser empleados.
4)
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Coloracion por la hematoxilina de Heidenhain.

1. Desparafinar e hidratar como de costubre‘.‘ .

2. Mordentar en una soluciéon acuosa. de sulféto de hierro amoniacal al 4 % por 30
min 6 3 horas. ‘

. Lavar en agua corriente.

. Colorear de 1- 3 hr en la solucion de hematoxilina de Heidenhain.

. Lavar en agua corriente.

. Diferenciar de la solucion que se usd como mordente.

. Controlar la diferenciacion examinando al microscopio.

. Lavar en agua corriente de 5 a 10 min.

© 0 N 0 0 M ow

. Contrastar con naranja G o colorantes acidos rojos.

10 Deshidratar, aclarar y montar de rutina.

Resultados:
Nducleo negro.

4)
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Coloracién por la hematoxilina al cloruro férrico de Weigert-Lillie.

1. Desparafinar e hidratar como de costumbre.
2. Colorear en la hematoxilina al clorure férrico de Weigert-Lillie de 5 a 6 min.
3. Lavar con agua corriente.

4. Contrastar si se desea.

Fijacion: cualquier buen fijador.
Cortes en parafinade 5a 7 um.

4)
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Coloracién por la hernatoxilina ferrica de Weig'ert, contrastada con

colorantes metacromaticos.

Soluciones:
A: Hematoxilina alcloruro férrico de weigerth-Lillie
B: Solucion acuosade verde rapido FCF 1:5000.

C: Solucion acuosa de pardo de Bismarck Y, 0.1%

-

. Desparafinar e hidrtatar de riutina.

. Tenir las secciones, 6 min en la sol. A.
. Lavar en agua corriente

. Lavar en agua destilada.

. Tenir 3 min en la sol B.

Qv > W N

. Lavar en una solucion acuosa de acido acético al 1 %.

. Lavar en agua destlada

8. Tenir 4-6 min en la sol C.

9. Deshidratar con alcohol al 95% y 2 cambios de alcohol absoluto.

10. Aclarar con 1 cambio de alcohol-xileno §0:50 y 2 cambios de xileno.

11. Montar de rutina

| | TEST CON
Resultados Ndcleo, negro. FALLP DE ORIGEI\!

Citoplasma. gris- verde.

Mucina, pardo-amarillento. rojo fuerte o naranja rojizo.



Cartilago. pardo amarillento.

Mastocitos con granulaciones, pardo-amarillento, rojo fuerte o naranja rojizo.

Fijacion: Formaldehido, mezclas de Zenker, Bouin, Orth y Carnoy. '
Cortes en parafina, de 5a 7 mp.
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Coloracién por la Hematoxilina fosfotiingstica de Mallory.

~1

. Desparafinar e hidratar de rutina.

. Las muestras fijadas con la mezcla de Zenker seran tratadas con lugol para

remover los precipitados mercuricos.

. Retirar el lugo! con alcohol o sulfato de sodio en solucién acuosa al 0.5 %.

Sumergir las secciones 5 a 10 min en una solucién acuosa al 0.25% de
permanganato de potasio.

Lavar en agua corriente.

Sumergir de 10 a 20 min en una solucién acuosa al 5% de acido oxalico, 5 min

para muestras fijadas en formalina.

. Lavar en agua corriente.

. Colorear con ia hematoxilina fosfotingstica de Mallory de 12 a 24 horas y toda la

noche para el maternal fijado en formalina.
Las piezas fijadas en la mezcla de Zenker deshidratar en alcoho! al 95 %, seguido

de alcoho! absoliuto.

9a. Las piezas fijadas en formalina, se lavan brevemente en agua corriente, se

deshidratan en alcohol o acetona.

10. Aclarar y montar de rutina.

Resultados: Fibras de neuroglia azules.

Fibras de fibroglia azul.
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Mioglia. azul.

Eritrocitos, azul

Fibrina, azul.

Colagena, amarillenta a parda.
Reticulo, amarillento a apardo.
Centriolos. Azul.

Usos acromaticos, azul.

Fijacion con la mezcla de Zenker y formalina.

@)
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Coloracién por la mucihermateina de Mayer para mucina.

-

. Desparafinar e hidratar de rutina.

Colocar horizontalimente y lavar abundantemente con agua destilada.

. Tefiir con 2 ml de mucihemateina a cada laminilla, durante 5 a 10 min.
Drenar en colorante..

. Lavar abundantemente con agua destilada 3 veces.

o 0 oA W N

. Deshidratar en 2 cambios de alcohotl al 95 %, 2 cambios de alcohol absoluto.

. Aclarar con alcohol absocluto de xileno (50:50) y 2 cambios de xifeno.

~

8. Montar de rutina

Resultados: Mucina. violeta obscuro.

Nucleo gris palido

Tejido conectivo, gris palido a incoloro.

Fpacion: alcohol absoluto por 5 a 8 hr o en sulucion acuosa de éxido mercurico al 5%
por 5 hrs Conrtes en parafina o celoidina.

(3}
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Coloracion de la mielina por et método de Verhoeff.

1. Desparafinar e hidratar de riutina

2. Colorear con la mezcla de trabajo de hematoxilina de Verhoeff, 15 minutos.

3. Lavar en agua corriente.

4. Difereciar en la solucion A de la mezcla de trabajo de hematoxiliné de Verhoeff,
diluida 1:4 con agua destilada, controlando con el microscopio.

5. Contrastar con [a mezcla de Van Gieson

6. Deshidratar, aclarar y montar de rutina.

Resultaddos Fibras elasticas azul intenso a negro.

Nucleo. azul a negro.

Los demas componentes coloreados dependiendo de la técnica de contraste
empleada.

2)
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Coloracién de haces de mielina por el método de Pal-Weigert.

[« B S B

~

10.

11

12

13

14.

. Desparafinar e hidratar de rutina.

. Mordentar las secciones de 2 a 24 hr en una solucidn acuosa al 4 % de sulfato

férrico amoniacal

. Lavar en agua corriente.
. Sumergir en la solucion de trabajo de la hematoxilina de Pal-Weiger por.1 a 2 hr.
. Lavar en agua corriente de 2 a 3 min.

. Diferenciar parcialmente en la solucion mordente, hasta que. se diferencien

ligeramente la materia gris y la blanca.

. lavar de 2 a 3 min. En agua corriente.

. Diferenciar, en una solucion acuosa al 0.4% de permanganato de potasio, hasta

que la matena gns este completamente decolorada y distiguible de la blanca.
Lavar rapidamente en agua corriente.

Completar la decoloracion en partes iguales de solucion acuosa al 1 % de acido
oxaliuco y solucion acuosa de sulfato de sodio o sulfato de potasio, preparada
inmediatamente antes de su uso. La materia gris se tornara clara y sin color.
Lavar en agua corriente de 2 a 3 min.

Lavar S min o mas en solucion acuosa saturada de carbonato de litio para
restaurar el color azul

Lavar en agua corriente -

Contrastar como se desee.

£SIS CON
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15. Deshidratar, aclarar y montar de rutina.
Resultados:
Mielina, azu! negro.

Las demas estructuras dependiendo de la técnica de contraste elegida.

Fijacién: Formalina, con o sin 2 % de bromuro de amonio.

4)
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Coloracidon de los haces de mielina por el método de Weil.

1.

Pasar las secciones en parafina o las secciones ht‘e’c‘h“as'”pvo‘r congelacion y
secadas al aire, por los pasos usuales de xileno-alcéhol}égua. Las secciones de
celoidina inician en el paso dos. ‘

Lavar en agua destilada.

Colocar las laminillas o cortes en un recipiente vacio para ser coloreadas.
Agregar la mezcla de trabajo de la hematoxitina de Weil. Tiempo de tincién 20
min.

Lavar en agua corriente.

Diferenciar en la solucion acuosa de sulfato ferrico amoniacal al 4 %, hasta que
se distingan la materia gris de la blanca.

Lavar profusamente en agua corriente y posterirmente en agua destilada.
Completar la diferenciacion en una solucion acuosa de ferricianuro de potasio
125 g y 25 gm de acido bérico, en 1000 ml. de agua destilada.

Lavar profusamente en agua corriente y después en agua destilada.

Si la diferenciacion es la apropiada. contrassatar si se desea.

10. Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados:

Mielina azul obscuro a negro.

Materia gris amarillento o sin color.
(2)
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Coloracién de lipoides por el método de Smith y Mair, modificado

por. Dietrich.

1. Mordentar los cortes de 24 a 48 hrs en una solucién acuosa de cromato de
potasio al 5 %.

2. Lavar en agua destilada.

3. Colorear en la solucion de trabajo de la hematoxilina de Smith y Mairde 4 a 5 hrs
a 37 grados centigrados.

4. Lavar en agua destilada.

5. Diferenciar durante toda la noche en la solucion siguiente:

Ferricianuro de potasio 25g.
Acido borico 20g.
Agua destilada 100 ml. )

7. Lavar vigorozamente en agua destilada.
8. Montar en jarabe de levolusa

tevolusa 30 g

Agua destilada 20 ml

Mezclar y endurecer a 37°C.

Resultados. sustancias lipoideas. azul negro.
Fiacion: Formol at 10 %.

an
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Cortes por congelacion.

Coloracion por la hematoxnlma a<:|da fosfotungstlca de Mallory.

Demostracion de células alfa, granulos A2

1.

Desparafinar e hidratar como de cdstumbre.

2. Oxidar de 5 a 40 sg, en una solucivénrrecién preparada de:

Permanganato de potasio 0.3g

Agua destilada 100 mi

Acido sulfurico 0.16 ml (agregar justo antes de su empleo).

3. Lavar en agua.

4. Decolorar en una solucidn acuosa de metabisulfito de potasio al 4 % por 5 0 10
s. Hasta que las secciones no tengan color.

5. Lavar en agua corriente 5 min.

6. Enjuagar en agua destilada.

7. Mordentar en una solucidn acuosa de alumbre de hierro al 4 %, desde 2 min
hasta 2 hr.

8. Enjuagar en agua destitada.

9. Colorear en la solucion de hematoxilina acida fosfotungstica de Mallory, de 16 a

48 hr.




10.Pasar la laminillas rapidamente a travéz de graduaciones de alcohol hasta
alcohol de 95 % ‘ o ’

6 escurrir y llevar directamente hasta alcbhé)l Vai 95 %

11.Mantener en alcohol al 95 %, hasta rdue n-o‘ sé‘desprenQa mas cbl‘oran(e'. No
mas de 2 min. A

12.Deshidratar en alcchol absoluto.

13. Aclarar y montar.

Resultados: Granulos de células alfa claramente tefiidas en azul intenso
Nucleos ligeramente trefidos.

Fondo sin colorear o en rosa palido.

Fijacion: Formalina-acetica o Bouin, de preferencia. El material fijado en formalina, se
debera someter a la extraccion de piridina para remover los remanentes
mitocondriales. Después de la extraccion lavar profusamente, para retirar los

remanentes de piridina.

Cortes en parafinade 3 a5 pum.

4)




Coloracion para tejidos vegetales, por la hematoxilina ferrica

premezclada de Weigert.

1. Desparafinar e hidratar de rutina.

2. Sumerjir en la solucion de trabajo de la hematoxilina premezclada de Weigert, .de
10 min a una hora, hasta que la muestra se obscurezca los suficienie.
observando al microscopio.

3. Lavar en varios cambios de agua corriente.

4. Contrastar como se desee.
Resultados: Paredes con celulosa y nucleos, intensamente tenidos.

Fifacion: Cualgiuer buen fijador para vegetales.

4)
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Cortes enparéfina’

o secciones a mano libre.

Coloracion regresiva’v para tejido vegetal, por la hematoxilina diluida -

de Heindenhain.

1.

~1

10

Desparafinar e hidratar de rutina.

Mordentar en una solucion acuosa al 3 % de sulfato ferrico de amonio, de una a
doce horas. el tiempo dependera del tejido. esta soluciéon se usara recién
preparada o almacenada debajo de los 18 grados centigrados..

Lavar 5 nim. en agua corriente varias veces

Colorear en la hematoxilina regrresiva diluida de Heindenhain. El tiempo de
coloracion dependera del ongen de la muestra. sacos embrionarios de
angiospermas requieren de 5 a 6 horas y las algas de al menos 20 horas.

tavar 5 minsen agua corriente vanas veces.

Diferenciar en una solucion acuosa saturada de acido picrico o una solucion
acuosa saturada al 2 v de sulfato ferrico amoniacal o cloruro férrico.

Controlar la diferenciacion en el microscopio

La diferenciacion se llevara a cabo entre 30 min. a dos horas.

Lavar 30 ninutos en agua corriente.

Contrastar si se desea. pardo de Bismark, verde rapido. naranja G o Safranin.

.Sino se contrasata deshidratatasr en soluciones ascendentes de alcohol. Agregar

una gota de amoniaco en el alcohol al 70 %, produce un tono azul intenso.
24




12.Aclarar 5 min en partes iguales de alcoho! absoluto y xileno.
13. Xiteno 5 min.

14.Montar de rutina.

Resultados:
Cromosomas y centrosomas, azul-negro a purpura o negro brillante.
Paredes lignificadas, suberizadas y cutinizadas ligeramente tefidas o incoloras.

Celulas arqueosporales y estadios jovenes de tejido esporogenico, gris.

Fifacion: Cualquier buen fijador vegetal.

4)
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Coloracién por la hematoxilina modificada de Delafield para tejidos

vegetales.

1. Desparafinar e hidratar de rutina.

2. lLavar varias veces con agua corriente y finalizar con agua destilada.
Colorear de 2 a10 min o mas en la hematoxilina modificada de Delafield. El
tiempo exacto se verificara con ayuda del microscopio.

4. Lavar en agua corriente varias veces, de 10 a 30 min.
Contrastar con Safranina de preferencia.
Si no se contrssta sumerjir 5 min en una solucién acuosa al 1% carbonato de
sodio

7. Deshidratar con alcohol al 30%, 50%, 70%, 95%. y dos cambios de alcoho!
absoluto

8. Si se observa precipitado o sobretincion, lavar las preparaciones en alcohol
acido. Y lavar en alcohol al 70 % con algunas gotas de amoniaco, hasta que el
color purpura aparezca.

9. Aclarar en 2 cambios de xileno y montar.

Resultacios:
Cobertura nuclear, nucleolo y cromatina, purpura intenso.
Citoplasma y paredes de celulosa, Purpura mas claro.

Tubulos, purpura ligero.




Fijacion: Cualquier buen fijador.
Cortes en parafina o cortes a mano libre.

4)
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Coloracién  regresiva . por . la hematoxilina de Johansen, para
cromosomas 'y centrosomas, en tejidos meristematicos. ( de la

técnica original dé Heidenhain). -

1. Desparafinar e hidratar de rutina.

2. Mordentar 2 hr en una mezcla que contenga las siguientes soluciones:

Solucidon acuosa al 4% de sulfato ferrico de amonio 100 ml.

Acido acético 1 mh

Acido sulfurico 0.1 ml

4 Lavar en agua corriente de 5 a 10 min.

5. Enjuagar en agua destilada.

5. Colorear de 1 a 24 hrs en la solucion de hematoxilina de Johansen.
6. Enjuagar en agua corriente.

7 Diferenciar en una solucién acuosa al 2% de sulfato ferrico de amonio.
Revisando en avance con el microscopio.

8. Lavar en agua corniente 1 hr

9 Contrastar con Safranina. naranja G o verde rapido.

10 Beshidratar en graduaciones ascendentes de alcohol. Agregar unas gotas de

amoniaco en la primera solucion alcoholica. para intensificar el color azul.

11. Sumergir en partes iguales de alcohol absuluto-xileno.




12. Terminar de aclarar con xileno, 2 o 3 cambios.

13. Montar de rutina.

Resultados:
Cromosomas, centriolos, negro o azul muy ocbscuro.

Citoplasma, gris o incoloro

Fijacion: Mezcla de Flemming, Lewitsky,Navashin o CRAF.

4)
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Coloracién por la hematoxilina ferrica de protozoarios‘ en frotis

fijados de materia fecal o fluidos corporales.

1. Usar un aplicador para preparar una extencion delgada de materia fecal. '

Si es necesario diluir, utilizar solucion salina.

No permitir que se seque antes de la fijacion.

2. Fijar con el fijador de Schaudinn.por 1 min. A temperatura ambiente. Una fijacion
prolongada no dana la preparacion. siempre y cuando se mantenga humeda.

. Lavar en agua corriente.

Sumeregir en una solucion al 0.2 % de yodo en alcohol al 70 % , 5 min.

A WON

. Lavar en alcohol al 50 %% de 2 a 3 min.

[¢]

Lavar en agua corriente de 3 a 5 min

Sumerjir en una solucion acuosa recién preparada, de Sulfato férrico de amonio al

N @

%, de 2 a4 hrs. Atemperatura ambiente water.

=~

Lavar dos veces en agua destilada durante un totalde 3 a 6 min.

8 Colorear con la solucion de hematoxilina, a temperatura ambiente, de 12 a 24 hr,
o a 50 grados centigrados de 5a 10 min.

9 Lavar en dos cambios de agua cornente durante 5 min.

10 Diferenciar con la solucion de sulfato ferrico de amonio. controlando el avance en

el microscopic El procesc lleva de 3 a 20 minutos dependiendo del grosor del

© material.

11 Detener la diferenciacidon con agua corriente.

TESIS CON
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12 Lavar en agua corriente de 10 a 30 min o mas.
13 Deshidratar desde el alcohol al 70 % hasta alcohol al 95 %, dos cambios de
alcohol absoluto.

14 Aclararen xileno y montar de rutina.

Resultados:
Protozoarios. trofozoitos y quistes café-negro, conservando una buena imagen de
las estructuras internas.

(4)
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Coloracién por la hematoxilina alcoholica de Kofoid y Swezy, de

protozoarios.

w

Noooa b

9

Las piezas con yodo lavarlas en alcohol al 50 %.

Lavar en agua destilada.

Mordentar en una solucion acuosa de sulfato férrico de amonio al 3 %, de 10 a
GO min.

Enjuagar en 3 cambios de alcohol al 50 %.

Colorear en la hematoxilina de Kofoid y Swezy. de 10 a 60 min.

Lavar en 2 cambios de alcohol al 50 %.

Diferenciar en la solucion acuosa de sulfato ferrico de amonio al 3 %,
observando el progreso en e! microscopio.

lavar de 6 a 9 cambios de una mezcla de agua corriente y alcohol al 85 % en
partes iguales

Deshidratar.

10. Aclarar y montar de rutina.

Resultados.

Nucleo. negro.

Organelos y citoplasma gris a negro.

4)



Coloracion pandptica por la hermatoxilina-Escarlata de

BiebrichVerde rapido.

Para evidenciar efectos parasitarios en tejidos de reptiles, vertebrados menores e

invertebrados.

-

Desparafinar e hidratar de rutina.

2. Las muestras fijadas con mezclas que contengan mercurio se limpiaran en lugol.

3. Lavar en alcohol al 50 %.

4. Mordentar en una solucidon acuosa al 5 % de alumbre de fierro, de 30 minutos a
12 horas.

5. lavar en agua corriente.

G. Tenir en la hematoxilina de Regaud a temperatura ambiente de 12 a 24 hr, o a

50° grados centigrados 30 mins se puede utilizar la hematoxilina de heindenhain.

~

Diferenciar en una solucion acuosa recién preparada de alumbre de fierro, hasta

que ios nucleos se distingan. pero permanezcan todavia negros.

8 Enjuagar con varios cambios de agua destilada.

9 Colorear con una solucion acuosa al 1% de escarlata de Biebrich con 1% de
acido acetico

10. Enjuagar en varios cambios de agua destilada.

11. Sumerjir en una solucidon acuosa al 1 % de acido fosfomolibdico 1 min.

12. Deshidratar hasta alcoho! al 95% .




13. Tenir con verde rapido al 0,2 % en alcohol al 95% 30 s.
14. Deshidratar aclarar y montar de rutina.

Resultados:

Nucleo, azul negro.

Citoplasma, rojizo.

Musculo y glandulas. distintos tonos de rojo.

Tejidos conectivos. verde.

Fijacion de preferencia:
Heindenhain, modificado por Sussa, Hollande o Bouin.

4)



Cortes en parafina.

Hematoxilina de Anderson.

-

5eoN

Desparafinar e hidratar.

Introducir en la hematoxilina por un tiempo apropiado

Lavar con agua..

Diferenciar con 0.1% de acido hidroclorico en etanol al 70% , solo si esta
sobretenido.

Lavar con agua hasta que este azul.

Contrastar si se desea.

(1)

Hematoxilina de Faure

O o »d w0 N =

8

Desparafinar e hidratar.

Sumergir en la solucion de trabajo por 5 segundos.

lavar en agua

Diferenciar suavemente con solucion acuosa al 1% de acido hidroclérico.
Lavar con agua

Diferenciar con una solucion acuosa saturada de carbonato . de litio.
Lavar con agua.

Contrastar si se desea.

(11



Hematoxilina férrica de Goldman.

-

. Desparafinar e hidratar, remover los precipitados mercuricos si fuera necesario.
. Sumergir en la solucion A por 30 minutos y hasta 24 horas.

. Lavar en agua corriente por 10 minutos.

Sumergir an ta solucion B por 3 horas o mas.

. Lavar en agua corriente 15 minutos.

o 0 > w N

. Sumergir en la solucién C por 1 hora.

~l

. Lavar en agua corriente por 15 minutos.

o]

. Diferenciar en la solucion D.
9. Contrastar si se desea.

)

Hematoxilina férrica de Held.

-

. Desparafinar e hidratar.
. Sumergir en la solucién A por 24 horas.
Sumergir en la solucion B por 12 - 24 horas.
Sumergir en la solucién A hasta la diferenciacion. Controlar en el microscopio.

Lavar bien.

Q0 A woN

. Deshidratar con etanol, aclarar con xileno y montar con resina.

1)
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Hematoxilina férrica de Kefalas.

Procedimiento de tincion con agua.

-

. Desparafinar y llevar a etanol absoluto.

. Tenir hasta obtener la coloracion deseada..

. Hidratar.

. Diferenciar con acido hidrociorico al 0.1% in etanol al 70% si fuera necesario.
. Lavar con agua hasta obtener una coloracion azul.

. Contrastar si se desea.

N 0 0 b w N

. Deshidratar con etanol. aclarar con xileno y montar.

Procedimiento de tincion anhidro.

1. Desparafinar con xileno.

2. Remover el xileno con algunos cambios de acetona.

3. Sumergir en la solucion colorante por el tiempo necesario.

4. Lavar en acetona.

7. aclarar con xileno y montar con resina. TESIS,—\ QON
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Hematoxitlina férrica de Krajian.

-

. Desparafinar e hidratar, via xileno y etanol.
. Sumergir en el colorante por 3 minutos.

. Lavar en agua.

. Lavar con agua corriente hasta obtener color azul.

o o0 s BN

. Contrastar si se desea.

. Deshidratar, aclarar y montar de rutina.

an

Diferenciar con acido hidrociérico al 0.1 % en etanol al 70% .
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Hematoxilina férica de Lillie.
Procedimiento de tincién para la iécnica de 1940.
1. Desparafinar e hidratar,

. Enjuagar con agua.

. Diferenciar con acid hidroclérico 0.1% en etanol al 70% .

Lavar en agua hasta obtener un color azul.

o 0 & W N

. Contrastar si se desea.

Procedimiento de tincion para ta técnica de 1954.

1. Desparafinar e hidratar.

2. Sumergir en la solucidn colorante entre 5 y 30 minutos.
3. Lavar en agua

4 Contrastar si se desea.

(15)

. Sumergir en la solucion colorante por un tiempo apropiado.
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Hematoxilina férrica de Lillie & Earle.

-

o o b w0 N

. Desparafinar e hidratar.

. Colorear lo necesario para una coloracion adecuada.

. Enjuagar en agua.

. Diferenciar con acido hidroclérico al 0.1% en etanol al 70%.
. Lavar hasta tener color azul.

. Contrastar si se desea.

16)

Hematoxilina férrica de Morel & Bassal.

-

O v b W N

. Desparafinar e hidratar.

. Colorear lo necesario para una coloracion adecuada.

Enjuagar en agua.

. Diferenciar con acido hidroclorico al 0.1% en etanol al 70%.

. Lavar hasta tener color azul.

Contrastar si se desea.

(11
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Hematoxilina férrica de Paquin & Goddard.

Desparafinar e hidratar.

-

. Tenir durante 5 minutos.

. Lavar en agua.

Diferenciar con alcohol picrico.
Lavar con agua corriente.

. Contrastar si se desea.

o 0 & w N

. Deshidratar. aclarar y montar de rutina

(1)

Hematoxilina férrica de Rozas

1 Desparafinar e hidratar.

Sumaergir en la solucion A de 12 a 24 horas.

Enjuagar bien en agua.

2.
3 Somergir en la solucién B hasta la diferenciacion.
4.
5

Deshidratar, aclarar y montar como de costumbre.

«an .
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