SOLUCION DE
HEMATOXILINA

DE MAYER
SIGMA'AI—DHICH® (Procedimiento nimero MHS)

APLICACION

La solucién de hematoxilina de Mayer se utiliza normalmente tras la tincion de
inmunoquimica o citoquimica, como contratincion nuclear. También puede utilizarse para
tincion estandar con hematoxilina y eosina (H&E), pero generalmente se utiliza mas
cuando la diferenciacién de &cido-alcohol o la exposicidon a alcohol pueden destruir el
componente citoplasmico tefido®. La solucién de hematoxilina de Mayer esta formulada sin
alcohol, y por lo tanto no disuelve el AEC (3-amino-9-etilcarbazol), fosfatasa
alcalina/cromégeno Fast Red u otros productos solubles tefidos. Las soluciones de
hematoxilina de Mayer estan disefiadas para uso diagndstico in vitro.

La hematoxilina, una tinciéon nuclear comun, se aisla de un extracto de madera
(Haematoxylon campechianum)'. El primer éxito en la aplicacién biolégica de la
hematoxilina fue descrito por Bohmer' en 1865. Mayer introdujo su formulacién en 19032
Desde entonces, han aparecido muchas férmulas, de las cuales sélo han mantenido su
popularidad las de Harris, Gill, Mayer y Weigert. Antes de poder utilizar la hematoxilina
como tincién nuclear, la misma debe ser oxidada en hemateina y combinada con un ién
metalico (mordiente). Los mordientes mas populares son las sales de aluminio o hierro.

Generalmente, las soluciones de hematoxilina se clasifican como progresivas o
regresivas segun la concentracion de la tincion. Las tinciones progresivas
(p.ej., hematoxilina de Mayer) tienen una baja concentracién de tincién y tifien
selectivamente la cromatina nuclear sin tefir las estructuras citoplasmicas. La intensidad
deseada es una cuestion de tiempo. Si los tiempos de tincién son excesivos, una tincién
progresiva podria actuar de forma similar a una solucién de tincién regresiva. La tincién
progresiva generalmente requiere mas tiempo que la regresiva. Las tinciones regresivas
(p-ej., hematoxilina de Harris) tifien todos los componentes de tejidos (nucleares y
citoplasmicos) que tienen la capacidad de ser tefiidos. Para obtener la respuesta de tincion
correcta, debe retirarse el exceso de tinte de los cortes de tejido. Tras una diferenciacion
suficiente, un corte correctamente destefiido demostrara la tincion nuclear, pero no tefira
las estructuras citoplasmicas.

El paso final de la tincién con hematoxilina es el “azulado” del corte de tejido. En un
principio, los cortes de tejido se tifien de color purpura o purpura rojizo. Tras la exposicién a
soluciones alcalinas (agua del grifo templada [si es ligeramente alcalina], agua diluida con
amoniaco, concentrado Scott sustituto del agua corriente, o carbonato de litio), los cortes de
tejido adquieren el color azul caracteristico de un portaobjetos tefiido con hematoxilina.

REACTIVO

SOLUCION DE HEMATOXILINA DE MAYER, niimero de catalogo MHS
Hematoxilina certificada, 1,0 g/l, yodato sédico (0,2 g/l), sulfato de aluminio y amonio
12 Ho0 (50 g/l), hidrato de cloral (50 g/l) y &cido citrico (1 g/l).
ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD:

Almacenar el reactivo a temperatura ambiente (18-26 °C), protegido de la luz. El
reactivo es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta. No volver a colocar
la solucion utilizada en la botella de origen.

DETERIORO:
Desechar si los tiempos de tincion son excesivos o si la solucién se vuelve marrén.

PREPARACION:
Filtrar la solucién de hematoxilina de Mayer antes de cada uso. La solucién ya estara
lista para su uso.

PRECAUCIONES:

Se deben seguir las precauciones normales ejercidas en el manejo de reactivos de
laboratorio. Deshacerse de los desechos observando todas las normativas locales,
regionales y nacionales. Consultar la Hoja de datos de seguridad del material para obtener
cualquier informacion actualizada sobre riesgos, peligros o seguridad.

Declaracion de riesgos y seguridad (EE.UU.)

La solucién de hematoxilina de Mayer es TOXICA. Téxica en caso de ingestion.
Irritante para los ojos, sistema respiratorio y piel. En caso de contacto con los ojos,
enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar atenciéon médica. Usar ropa y
guantes protectores adecuados. En caso de accidente o de malestar, buscar atencién
médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible). Organos a los que afecta:
nervios e higado.

El alcohol reactivo es INFLAMABLE e IRRITANTE. Irritante para los ojos, sistema
respiratorio y piel. Mantener el envase bien cerrado. Mantener alejado de las llamas — no
fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y
buscar atenciéon médica. Llevar ropa protectora adecuada.

Concentrado de Scott sustituto del agua corriente. Precaucién: Sustancia en proceso
de prueba.

Las soluciones de eosina alcohdlica son INFLAMABLES y PERJUDICIALES.
Perjudiciales por inhalacién, por contacto con la piel y en caso de ingestion. Perjudiciales:
posible riesgo de efectos irreversibles por inhalacién, por contacto con la piel y en caso de
ingestion. Irritantes para los ojos, sistema respiratorio y piel. Mantener alejadas de las
llamas — no fumar. Usar ropa y guantes protectores adecuados. En caso de accidente o de
malestar, buscar atencion médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

Solucion acuosa de eosina. Precaucion: Sustancia en proceso de prueba.

El xileno es INFLAMABLE y PERJUDICIAL. Posible riesgo de infertilidad. Puede
causar dafios al feto. Perjudicial por inhalacién y por contacto con la piel. Irritante para el

sistema respiratorio y la piel. Riesgo de dafio grave para los ojos. Mantener alejado de las
llamas — no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua
abundante y buscar atencién médica. Usar ropa protectora adecuada, guantes y proteccion
para los ojos y el rostro. En caso de accidente o de malestar, buscar atencion médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

Declaracion de riesgos y seguridad (U.E.)

La solucién de hematoxilina de Mayer es PERJUDICIAL. Perjudicial en caso de
ingestion.

El alcohol reactivo es ALTAMENTE INFLAMABLE e IRRITANTE. Altamente
inflamable. Irritante para los ojos, sistema respiratorio y piel. Mantener el envase bien
cerrado. Mantener alejado de las llamas — no fumar. En caso de contacto con los ojos,
enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar atencion médica. Llevar ropa
protectora adecuada.

Concentrado de Scott sustituto del agua corriente. Precaucién: Sustancia en proceso
de prueba.

Las soluciones de eosina alcohdlica son ALTAMENTE INFLAMABLES vy
PERJUDICIALES. Altamente inflamables. Perjudiciales por inhalacién, por contacto con la
piel y en caso de ingestion. Perjudiciales: posible riesgo de efectos irreversibles por
inhalacion, por contacto con la piel y en caso de ingestion. Mantener alejadas de las llamas
— no fumar. Usar ropa y guantes protectores adecuados. En caso de accidente o de
malestar, buscar atencion médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

Solucion acuosa de eosina. Precaucion: Sustancia en proceso de prueba.

El xileno es PERJUDICIAL. Inflamable. Perjudicial por inhalacién y por contacto con la
piel. Irritante para la piel. Evitar el contacto con los ojos.

PROCEDIMIENTO

RECOGIDA DE LA MUESTRA:

Se recomienda que la recogida de la muestra se lleve a cabo de acuerdo con las
directrices del documento M29-A2 de la NCCLS. Ningin método de prueba puede
garantizar la completa seguridad de que las muestras de sangre o tejido no transmitan
infecciones. Por lo tanto, todos los derivados de la sangre o muestras de tejido deben
considerarse potencialmente infecciosos.

Los textos histoldgicos estandar proporcionan los detalles necesarios para la recogida
y almacenamiento de las muestras*®.

MATERIAL ESPECIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO:

Contratinciones con solucion de eosina Y:
alcohdlica, numero de catdlogo HT110-1, acuosa, nimero de catalogo HT110-2, o
alcohdlica con floxina, nimero de catdlogo HT110-3

Alcohol reactivo O etanol, 100 %

Concentrado de Scott sustituto del agua corriente, nimero de catalogo S 5134

Xileno o sustituto del xileno

Microscopio, portaobjetos, cubreobjetos y platos de tincion

NOTAS:

1. Los tiempos indicados en el prospecto son aproximados, y pueden cambiarse segun las
preferencias personales. Cuando las soluciones de tincién se utilizan mucho, pierden su
capacidad de tincion y hay que aumentar el tiempo o utilizar soluciones nuevas®.

2. Pueden utilizarse soluciones alcalinas diluidas, en lugar de agua corriente del grifo.
En este caso disminuira el tiempo necesario para el procedimiento de tincién. Si se
utiliza una solucién alcalina diluida, hay que asegurarse de lavar los portaobjetos de
2 a 3 minutos mds con agua corriente del grifo antes de proceder a la tinciéon
con eosina.

3. Algunos suministros de agua corriente son acidos y, por lo tanto, inadecuados para

utilizar en la parte de “azulado” de este procedimiento. Si el agua corriente del grifo

es 4acida, utilice una solucién alcalina diluida.

Los nucleos purpura o rojo-marrén son indicativos de un “azulado” inadecuado.

Si la tincién con eosina es excesiva, la tincién nuclear puede quedar oculta. Una

tincién con eosina correcta debe mostrar un efecto de tres tonos. Para aumentar la

diferenciacién de la eosina, debe aumentarse el tiempo en los alcoholes o usar el
primer alcohol con un mayor contenido de agua. Los tiempos de los alcoholes
pueden ajustarse para obtener el grado correcto de tincién con eosina.
6. Filtrar la solucién de tincién diariamente. Hacer rotacién de los alcoholes y del
xileno/sustituto del xileno diariamente.
7. No se recomienda afadir mas cantidad de solucién de hematoxilina de Mayer o de
eosina para rellenar la que se ha utilizado.
8.  Evitar un aporte excesivo de agua a la hematoxilina de Mayer.
9. En cada proceso se deben incluir portaobjetos de control positivo.
10. Los datos obtenidos mediante este procedimiento sélo sirven como ayuda en
el diagndstico y deben ser revisados junto con otras pruebas clinicas o informacion
de diagndstico.

PROCEDIMIENTO 1:
TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA

1. Preparar la solucién de alcohol al 95 % afadiendo 5 ml de agua desionizada a 95 ml
de alcohol reactivo, nimero R 8382, o etanol (100 %).
Desparafinar y llevar hasta agua o fijar e hidratar los cortes congelados.
Tefiir en solucion de hematoxilina de Mayer durante ... .
Aclarar con agua corriente del grifo, templada, durante
Poner en agua destilada durante
Si se va a utilizar eosina alcohdlica:
Poner en alcohol reactivo, 95 %, durante ...........ccccceeereevecvieieecreeceenes 30 segundos
Contratefiir con solucién de eosina Y:
alcohdlica, numero de catalogo HT110-1,
acuosa, numero de catalogo HT110-2
o alcohdlica con floxina, nimero de catalogo HT110-3, durante ......30—-60 segundos
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8. Deshidratar y aclarar realizando dos cambios de

95 % alcohol reactivo, alcohol reactivo

absolUto Y XIleNO, ... durante 2 minutos cada uno
9. Montar con medio de montaje resinoso.

PROCEDIMIENTO 2:
CONTRATINCION NUCLEAR PARA TINCIONES ESPECIALES

1. Completar el procedimiento de tincién individual.

2. Aclarar con agua desionizada.

3.  Tedir en solucién de hematoxilina de Mayer de 1 a 5 minutos.

4. Aclarar con agua corriente del grifo o con solucién alcalina diluida hasta que los
nlcleos sean azules.

5. Aclarar con agua desionizada.

6. Siuna parte de la tincién es soluble en alcohol, montar en medio acuoso. Si la tincién

no es soluble en alcohol, deshidratar en alcohol, aclarar con xileno o sustituto de
xileno, y montar en medio resinoso.

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

RESULTADOS ESPERADOS

La cromatina nuclear debe ser azul. Los nucléolos deben ser visibles. El citoplasma
mostrard varios tonos de rosa a rosa-naranja segun la contratincion utilizada, y los
hematies seran rojos.

Si los resultados observados varian de los esperados, péngase en contacto con el
Servicio Técnico de Sigma-Aldrich.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantiza que sus productos concuerdan con la informacién contenida
en ésta y otras publicaciones de Sigma-Aldrich. EI comprador debe determinar la idoneidad
de los productos para su uso particular. Es posible que deban aplicarse términos y
condiciones adicionales. En el reverso de la factura o del albaran se incluyen los términos
adicionales y las condiciones de venta.
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