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Abstract
A protocol for fast embedded paraffin by a microwave process for histological and clinical samples for
light microscopy was developed. Tissue specimens, dog’s liver, polyp, skin and lung, cat’s brain, kidney, and
rat’s ovary, uterine horn and artery were processed by using a standard household microwave oven (600 watts)
at 75% power. This study was done using progressive alcohol solutions (dehydratation), bencene-etanol
solutions (clearing) and paraffin for the infiltration. A group of specialists reviewed the material and
photographs of the different organs processed with three different inclusion techniques. Results of the
observation revealed: no difference between the histokinette (HK) and microwave oven. There were apparent
morphological differences between the last two processes and the Robinson & Fayen technique (RF). This
process could allow results to be reported within 30 min after the specimens were evaluated in the laboratory.
The morphology for the microwave-processed samples was better than the one observed by the fast diagnostic
process technique of RF, and no discerning differences with the routine histokinette method were found.
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Resumen

Se desarrollé un protocolo de impregnacién rapida en parafina por medio de microondas, para muestras
histolégicas y de diagnostico, con el proposito de que fueran observadas en microscopia de campo claro. Se
procesaron muestras de higado, papiloma, piel y pulmoén de perro; cerebro y rifion de gato; ovario, cuerno
uterino y arteria de rata. Se utilizd un horno de microondas casero (600 watts) a 75% de su potencia, con
soluciones ascendentes de alcohol para deshidratar, mezclas de benceno-etanol para aclarar y parafina para
embeber. Un grupo de especialistas revisé el material y fotografias de los diversos 6rganos procesados, con tres
técnicas de inclusién distintas, con los resultados obtenidos a partir de las observaciones realizadas se concluye
gue no hay una diferencia significativa entre las muestras de histokinette (HK) y microondas (MO). Al
comparar las técnicas de HK, MO con la de Robinson y Fayen (RF), se advierten diferencias morfol6gicas muy
aparentes. Este método permite obtener diagndsticos patoldgicos y morfoldgicos 30 minutos después de que las
muestras se reciben en el laboratorio. La morfologia de las muestras procesadas por medio de microondas es
mejor que las muestras procesadas por el método rapido de RF y no hay diferencias apreciables en comparacién
con el método de rutina por HK.
Palabras clave: MICROONDAS, DIAGNOSTICO RAPIDO EN HISTOPATOLOGIA, MICROTECNIA.

Introduccion

Desde hace mas de 20 afios el uso de los hornos de microondas ha facilitado y hecho mas eficientes
muchos procesos, por ejemplo: preparacion de reactivos', digestion y secado de muestras®?, fijacion de piezas
histolégicas*®, limpieza de epitopes para inmunohistoquimica® y diagnéstico en microscopia electrénica”®.

Recibido el 23 de marzo de 2000 y aceptado el 13 de abril de 2000.

* Seccién de Ciencias Morfolégicas, Laboratorio de Apoyo a Histologia y Biologia de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, Universidad Nacional Autonoma de México, Carretera Cuautitlan-Teoloyucan, Km 2.5, Cuautitlan Izcalli,
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Aprovechando las cualidades de las microondas para excitar y movilizar moléculas de agua, se propone
un método para deshidratar e incluir en parafina, en donde las moléculas de agua son desplazadas por las
microondas, lo que propicia que su lugar sea ocupado por moléculas mdviles de alcoholes y solventes, que
permite la entrada de los hidrocarburos.

Este método de inclusion disminuye considerablemente los tiempos de proceso para muestras
provenientes de casos para diagndstico urgente, ademas tiene gran valor en los laboratorios de diagndstico que
no cuentan con aparatos para trabajar por congelacion y necesitan un resultado expedito.

Por otro lado, este método se puede utilizar dentro del trabajo de rutina de un laboratorio de histologia,
ya que permite disminuir el tiempo durante el cual la muestra es procesada.

En este trabajo se compararon la técnica de rutina usando histokinette (HK), la técnica rapida de
Robinson y Fayen® (RF) y la técnica propuesta por medio de microondas.

Equipo
Se utilizé un horno de microondas convencional de 600 watts™ con cinco niveles de potencia: tibio,
descongelar, medio, medio alto y alto.

Material bioldgico

El material que se emple6 fue obtenido del banco de 6rganos del Laboratorio de Apoyo a Histologia y
Biologia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, y de piezas remitidas para su procesamiento y
diagnostico morfoldgico se eligieron 6rganos de distintas especies al azar. Principalmente se utilizaron aquellos
6rganos que con mas frecuencia estan presentes en el diagndstico de rutina. Se procesaron muestras de higado
de hamster y perro; piel de perro y un papiloma; pulmén de cerdo y de perro; cerebro de gato; rifidn de gato;
ovario de rata; cuerno uterino de coneja y rata, y arteria de rata (Cuadro 1).

El material de cristaleria de eleccion fue refractario y con capacidad de al menos 200 ml.

Método
Procesamiento de las muestras

La fijacion de las muestras obtenidas del banco de 6rganos se hizo con formalina amortiguada al 10%
(mezcla de trabajo estandarizada en el laboratorio) durante 24 horas, posteriormente se lavaron, se conservaron
en alcohol al 70% y se cortaron dentro del rango de 2-4 mm de espesor.

Las muestras para diagnostico morfologico fueron recibidas inmersas en formalina amortiguada
proporcionada por el laboratorio, las muestras fueron lavadas, cortadas dentro del rango de 2-4 mm de espesor y
depositadas en alcohol al 70% hasta el inicio del procedimiento.

Con las muestras elegidas se hicieron tres grupos para ser sometidos a los procesos de inclusion.
Posteriormente se sometieron al proceso estandarizado de inclusién en horno de microondas, que consistio en
probar sistematicamente diversas soluciones y mezclas de reactivos, tomando como base alcohol etilico y
benceno.

El proceso final recomendado para el horno de microondas consisti6 en sumergir las muestras
consecutivamente en los reactivos y mezclas siguientes: Alcohol etilico (R-OH) al 70%, 30 segundos; R-OH al
80%, 30 segundos; R-OH al 90%, 30 segundos; R-OH al 96% (dos veces), 30 segundos cada una; R-OH 100
(dos veces), 30 segundos cada una; R-OH 100 (75 vol.)/benceno (25 vol.), 30 segundos; R-OH 100 (50
vol.)/benceno (50 vol.), 30 segundos; R-OH 100 (25 vol.)/benceno (75 vol.), 30 segundos; benceno puro (dos
veces), 30 segundos cada una; parafina pura (dos veces), 30 segundos cada una.

* Daewoo, modelo Kor-6185



Las piezas, para ser trabajadas, se colocaron en un vaso de precipitado o matraz con una relacién 1:100
volumen pieza-mezcla, en cada uno de los cambios.

El horno se activé para cada cambio, a potencia media, durante 30 segundos y antes del inicio de la
ebullicidn; esto es, el recipiente con las muestras permanecio bajo la accion de las microondas hasta poco antes
la ebullicién o la produccion de burbujas en la superficie de la muestras.

Una vez terminado el proceso en la Gltima parafina, las piezas se incluyeron, cortaron, montaron y
tifieron, mediante los procedimientos de rutina.

Las laminillas obtenidas se fotomicrografiaron para comparar las imagenes de los tres métodos: HK, RF
y microondas.

Se invitd a ocho profesionales relacionados con el area para que revisaran las laminillas y sobre las
fotografias del material revisado y contestaran un cuestionario disefiado con el fin de comparar las imagenes
obtenidas mediante los métodos empleados: HK, RF y microondas.

Las laminillas y fotografias empleadas se presentaron con el nombre del tejido, tincién y diagndstico; la
técnica con que se procesd la muestra no se menciond.

Las preguntas del cuestionario para evaluar las caracteristicas del material fueron: Califique, en escala
de 1 a 10, las fotografias de cada 6rgano respecto de su calidad morfoldgica; califique en escala 1 a 10, las
fotografias de cada 6rgano respecto de las caracteristicas nucleares; califique en escala 1 a 10 las fotografias de
cada érgano con respecto a las caracteristicas citoplasmaticas.

Las calificaciones asignadas por cada observador para cada una de las caracteristicas de las
preparaciones, fue promediada para comparar las calificaciones totales de cada técnica.

Resultados

Los especialistas que observaron y calificaron las laminillas, dieron una calificacion superior a la
técnica HK; en segundo lugar a la técnica Mo; y las calificaciones mas bajas fueron dadas a la técnica RF. Los
resultados se presentan en el Cuadro 2.

Discusion
Al analizar los resultados de esta técnica nueva, puede recomendarse para casos de diagnéstico urgentes
0 muestras de histologia normal.

Al comparar los resultados en el cuestionario aplicado, se observd que para especialistas del area las
imagenes proporcionadas por los métodos de HK y MO, tienen buenas caracteristicas morfologicas y se
observan adecuadamente las estructuras criticas para diagnastico.

En la comparacién que se hizo, los resultados son claros al establecer que la técnica de RF no relne las
caracteristicas morfolégicas de las otras dos técnicas.

Se mantiene una buena apetencia tintorial de todas las estructuras; esto es, tanto en técnicas topograficas
como citoldgicas, se observa que nucleos y citoplasmas obtienen un balance adecuado después de la tincion.

El proceso técnico de corte y montaje se realiza sin contratiempos, dependiendo de cuanto tiempo se
someta la muestra a las variables de nimero de bafios por mezcla, potencia del horno y cantidad de ml en el
recipiente de trabajo.



Se presenta una contraccion muy parecida a la que se provoca con los métodos de rutina: mayor a 10%.
Cuando se disminuye el namero de bafios por mezcla y la cantidad de reactivo en el recipiente aumentan las
variables arriba mencionadas.

En comparacidn con la técnica de Robinson y Fayen, los resultados obtenidos con microondas son muy
buenos, la seccidn de las piezas no tiene dificultad y las caracteristicas morfoldgicas se mantienen sin cambios
tan drésticos como en la primera’.

Si se deben trabajar muestras obtenidas recientemente sin fijacion, se puede aplicar el método de
fijacion por medio de microondas®, para posteriormente lavar e iniciar el protocolo de inclusion en microondas
con alcohol al 70%.
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Cuadro 1.
NUMERO DE LAMINILLA, ORGANO EMPLEADO, CARACTERISTICA MORFOPATOLOGICA
PRINCIPAL Y TECNICA APLICADA

Técnica hk Técnica mo Técnica rf

1 Higado infiltracion mononuclear perivascular infestacion

por amiba.Hamster hematoxilina-eosina X

2 Higado degeneracion por acumulacion grasa. Perro H-E X

3 Higado degeneracion por acumulacion grasa. perro H-E X
4 Piel papiloma ocular dnico perro H-E X

5 Piel dermatitis aguda perro H-E X

6 Pulmoén normal. Cerdo H-E X

7 Pulmon normal. Perro H-E X

8 Pulmén normal. Perro H-E X
9 Cerebro normal. Gato H-E X

10 Cerebro normal. Gato H-E X

11 Cerebro normal. Gato H-E X
12 Rifidn congestion generalizada crdnica. Gato H-E X

13 Rifidn congestion generalizada crdnica. Gato H-E X

14 Rifdn congestion generalizada crdnica. Gato H-E X
15 Ovario normal. Rata H-E X

16 Ovario normal. Rata H-E X

17 Cuerno uterino normal. Coneja H-E X

18 Cuerno uterino normal. Rata H-E X

19 Arteria normal. Rata t. Cajal X

20 Arteria normal. Rata t. Cajal X

21 Arteria normal. Rata t. Cajal X




Cuadro 2

PROMEDIO DE LAS CALIFICACIONES PARA CADA UNA DE LAS PRNCIPALES CARACTERISTICAS

Promedio de Promedio de Promedio de
Organo, caracteristica calificaciones del | calificaciones | calificaciones | Técnica
Laminilla morfopatolégica y animal nucleo del citoplasma | morfol6gicas | empleada
2 Higado proceso acumulativo. 10 9 9.5 Hk
Perro
5 Piel dermatitis. Perro 8.5 8 8 Hk
6 Pulmon normal. Cerdo 8 9 8.5 Hk
9 Cerebro normal. Gato 8.5 8 8.5 Hk
12 Rifion congestién. Gato 8.5 7.5 8 Hk
15 Ovario normal. Rata 9 9 9.5 Hk
17 C. Uterino normal. Coneja 9 9 9.5 Hk
19 Arteria normal. Rata 7 7 8 Hk
Promedios 8.56 9.43 8.68
Promedio de Promedio de Promedio de
Organo, caracteristica calificaciones del | calificaciones | calificaciones | Técnica
Laminilla morfopatolégica y animal nucleo del citoplasma | morfol6gicas | empleada
1 Higado infiltracién. Hamster 8 7 8 Mo
4 Piel papiloma. Perro 8.5 8.5 8.5 Mo
7 Pulmon normal. Perro 8 9 8.5 Mo
10 Cerebro normal. Gato 8 7 8 Mo
13 Rifidn congestién. Gato 8 7 8 Mo
16 Ovario normal. Rata 8 8.5 8 Mo
18 C. Uterino normal. Rata 9.5 8.5 9.5 Mo
20 Arteria normal. Rata 7.5 8 8.5 Mo
Promedios 8.1 7.93 8.37
Promedio de Promedio de Promedio de
Organo, caracteristica calificaciones del | calificaciones | calificaciones | Técnica
Laminilla morfopatolégica y animal nucleo del citoplasma | morfol6gicas | empleada
3 Higado proceso. Acumulativo 8 8 7.5 Rf
perro
8 Pulmon normal. Perro 5 5 5 Rf
11 Cerebro normal. Gato 8 7 7.5 Rf
14 Rifidn congestién. Gato 7 6 7 Rf
21 Arteria normal. Rata 6.5 6.5 7 Rf
Promedios 6.9 6.5 6.8




