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Anexo I: Informe Sanitario 
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Anexo II: Técnicas Histológicas 

Se someten los cortes de 4 micras a 2 tipos de tinción, pero primero se aplica las muestras a un 

proceso de rehidratación para que el colorante pueda penetrar en las células. 

o Desparafinado. Consiste en 2 pases por xilol durante 10 minutos cada uno de ellos. 

o Hidratación. Se sumergen los portas en concentraciones decrecientes de alcoholes 5 min cada. 

Se trata de 4 pases, los 2 primeros en alcohol 100 º, el siguiente en 96 º y el último de 70 º. 

o Agua corriente. Durante 5 minutos, para eliminar los restos de alcohol. 

En este momento, se aplican las 2 técnicas histológicas (Fig. 8), por separado: 

 Técnica Hematoxilina – Eosina (HE). Primero se introducen las muestras en Hematoxilina 

durante 15 minutos. Al ser básica tiñe las estructuras ácidas (núcleo), aportando una 

coloración azul y púrpura. Después, se deja con agua corriente el tiempo necesario para retirar 

el exceso del primer colorante y se sumerge en Eosina durante 15 segundos. Ésta teñirá los 

componentes básicos (citoplasma), impregnándolos de tonos rosas, por su naturaleza 

aniónica. 

 Técnica inmunohistoquímica frente a citoqueratina. Se basa en la detección de la 

citoqueratina, más concretamente la pancitoqueratina, que está presente en todas las células 

epiteliales. Para conseguir observar con microscopía si está presente la pancitoqueratina, 

primero se deben liberar los epítopos ocupados por el formol, cosa que se consigue aplicando 

calor y protegiendo el tejido con una solución de citrato, a pH 6. Con esto se libera un exceso 

de proteínas y epítopos a los que los anticuerpos primarios (Ac 1º) podrán unirse, por lo que 

previamente se añaden bloqueadores de la peroxidasa endógena y del resto de proteínas. Tras 

estos pasos, se añade el Ac 1º (AE1/AE3 monoclonal, nº de referencia M-3515, Dako, USA) a 

una dilución de 1/50 y se incuba a 4 ºC toda la noche (overnight: ON). Después de, como 

mínimo 18 horas de incubación, se adicionan en orden y respetando los tiempos de acción, el 

Ac 2º y el complejo biotina-avidina como método de amplificación, que forman parte de un 

mismo kit (Vectastain ABC kit, nº de referencia PK-6200, California, USA)  y el revelador de la 

reacción, la diaminobencidina o DAB (nº de referencia SK-4100, California, USA). Para 

terminar, se tiñe con hematoxilina. 

Tras aplicar cualquiera de las 2 técnicas, se vuelven a deshidratar las muestras con alcoholes de 

concentración ascendente (96 º y 100 º, 2 pases en cada uno) y xilol (también 2 pases), y se monta el 

cubre utilizando una resina especial, denominada DPX. 
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Figura 8. Esquema de los pasos a seguidos para realizar ambas técnicas histológicas. 
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