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Modificacion de los tiempos de tincion de cortes histoldgicos con
hematoxilina-eosina para maximizar la observacion de gametos
femeninos de Euthynnus alletteratus Rafinesque, 1810 (Pisces:
Scombridae) del suroeste del Golfo de México.
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RESUMEN: Se describe una modificacion de la técnica de tincion histologica con Hematoxilina-Eosina para

gonadas femeninas de Euthynnus alletteratus.

PALABRAS CLAVE: histologia, tincion, tinidos, ovocitos.

ABSTRACT: This paper describes a modification of the Hematoxylin-Eosin technique for female gonads of

E. alletteratus.
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INTRODUCCION

Euthynnus alletteratus es el mas pequefio de los
tunidos y se distribuye ampliamente en el
Atlantico tropical y subtropical, incluyendo el
mar Caribe y el Golfo de México en el oeste y el
mar Mediterraneo y el mar Negro en el este
(Collette & Nauen 1983). Esta especie es objeto
de explotacion por pesquerias costeras,
generalmente artesanales, y es cada vez mas
apreciada como sucedaneo de tanidos mayores
en Europa, Africa y EU (Valeiras et. al. 2006).
A pesar de su amplia distribucion y creciente
importancia econdmica, existe poca informacién
biolégica y ecoldgica para la valoracién
adecuada y confiable de los stocks y su
resiliencia. Uno de los aspectos clave, es el
estudio detallado de su biologia reproductiva a
nivel histoldgico.

El analisis histologico de los ovarios permite
describir el desarrollo de los ovocitos y con ello
crear una escala de maduracién gonadal para
determinar la temporada y el tipo de desove
(Hirt et. al. 1996). Las técnicas histologicas
estan disefiadas para preparar el tejido para
observacion microscépica, ya que rara vez las
caracteristicas morfologicas de las células que
lo componen pueden observarse sin necesidad
de la tincién. (Molist et. al. 2009).

Para tefiir un corte de tejido, regularmente se
utilizan por lo menos dos colorantes: uno acido
y otro béasico. La combinacion méas empleada es
la hematoxilina (colorante basico) y la eosina
(colorante &cido). (Anzaldla et. al. 2007). La
hematoxilina, tifie las estructuras &cidas de un
color azul purpureo; el nucleo, los ribosomas y
el reticulo endoplasmatico rugoso tienen gran
afinidad por este colorante debido a su alto
contenido en ADN y ARN. La eosina, al ser
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acida, tifle de una tonalidad rosa a las fueron cambiados a Conservante Davidson’s,

estructuras basicas, tales como la mayoria de las
proteinas citoplasmaéticas (Garcia et. al. 2006).
Los tiempos de tincidn varian en funcion de las
preferencias cromaticas del analista y las
estructuras a estudiar, lo cual le confieren un
caracter subjetivo a la tincion, y hace imposible
prever los tiempos exactos de cada etapa en la
tincion. (Labonord 2012).

Debido a lo antes mencionado, y a que no existe
un protocolo especifico para la especie, el
objetivo de este trabajo fue determinar los
tiempos de exposicion oOptimos de los cortes
histologicos a los colorantes (hematoxilina-
eosina), con el fin de obtener una definicion
cromatica que permita identificar claramente las
estructuras de los gametos femeninos de E.
alletteratus capturado en el suroeste del Golfo
de México.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron fracciones de gonadas femeninas
de E. alletteratus provenientes de muestreos a
pie de playa en la localidad de Anton Lizardo,
Veracruz, Mexico. De un espectro de muestras
mensuales disponibles de mayo de 2011 a
noviembre del 2012, se utilizaron 20 muestras
de mayo del 2011 y 15 muestras de mayo del
2012 para determinar los tiempos de tincion
adecuados, se utiliz6 este mes ya que fue
cuando  se  observaron  ovocitos  mas
desarrollados. Debido que a lo largo del tiempo
los ovocitos presentan cambios en sus
estructuras celulares (Tyler et. al. 1996), utilizar
el mismo mes permite realizar la tincion con los
oVvocitos en estado de maduracion comparable.

La gonada de cada pez fue fijada en Davidson’s
fijador (Shaw & Battle 1957) por 48 horas, lo
que permitid6 que el tejido se endureciera lo
suficiente para permitir las manipulaciones
siguientes sin que sufriera deformaciones
(Estrada et. al. 1982). Después, los tejidos

donde eventualmente pueden pasar
periodos de tiempo.

largos

Se realiz6 un corte de 5mm de ancho a cada una
de las gbnadas, las fracciones de cada gonada se
montaron en histocassettes, se deshidrataron en
el histoquinete, donde pasaron dos veces por
alcohol al 70%, dos veces por alcohol al 96%, 3
veces por alcohol al 100%, 3 veces por xileno y
finalmente por parafina, en cada una de estas
soluciones la muestra permanecié una hora.
Concluida la deshidratacion, se procedio a la
inclusion, donde la parafina debe penetrar hasta
lo més interno de las estructuras celulares del
tejido, de modo tal que se obtengan bloques
faciles de manejar, para poder cortar el plano
necesario. (Aguilar et. al. 1996.).

De los blogues de parafina se obtuvieron
secciones de 5 um de espesor y se tifieron con
hematoxilina-eosina. Las muestras del 2011 se
tiferon a partir del tren de tincion del
laboratorio de histologia del Instituto
Tecnologico de Boca del Rio (ITBOCA)
utilizado para bivalvos, mientras que para las
muestras del 2012 se le modificaron
progresivamente los tiempos en las soluciones a
este tren de tincion, hasta encontrar la secuencia
Optima en términos de la coloracion y la mejoria
de la definicion de las estructuras celulares de
los cortes histolégicos de goénada de E.
alletteratus.

RESULTADOS Y DISCUSION

Después de probar y modificar empiricamente
los tiempos de exposicion de los cortes de de las
gonadas del 2012 dentro de los diferentes
reactivos, finalmente se determinaron nuevos
tiempos para ciertas secciones del tren de
tincion, los reactivos con nuevos tiempos
fueron: la hematoxilina de 8 a 6 minutos, el
alcohol acido de 15 a 3 segundos, 3% bafio de
agua de 3 minutos a 3 segundos, agua destilada
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de 10 segundos a 3 segundos, agua amoniacal
de 2 minutos a 3 segundos, 4 bafio de agua de
2 minutos a 3 segundos y la eosina alcohdlica de
1 a 2 minutos. (Cuadro I).

El resultado visual en los cortes observados al
microscopio con las modificaciones descritas
respecto de la tincion original, pueden
observarse en la Figura 1. En ambas muestras se
distinguen las estructuras celulares principales:
nlcleos, foliculos, alveolos corticales y granulos
del vitelo, sin embargo, en las muestras con
tiempos modificados (Fig. 1B) se distinguen
claramente los nucléolos, se incrementa la
definicion del granulo del vitelo y alveolos
corticales y es posible ademas diferenciar entre
la envuelta vitelina y el foliculo.

Es importante notar que algunas estructuras
celulares si bien se alcanzan a visualizar en
algunos ovocitos de la Figura 1A, no se pueden
distinguir con claridad todas y sobre todo en los
ovocitos mas pequefios o inmaduros, por el
contrario en la Figura 1B, se puede reconocer
mas facilmente el nucleo. El resultado de la
coloracion con los tiempos de tincion
propuestos, coincide con los resultados
generales de tincion de hematoxilina-eosina, en
el cual los ndcleos deben tefiirse de azul
morado como lo menciona Estrada et. al.
(1982). Es importante mencionar que las
técnicas de tincion son muy subjetivas y
dependen de lo que se quiera resaltar en el
tejido. (Labonord 2012).

En resumen, la modificacion a los tiempos del
tren de tincibn aqui propuesta proporciona
resultados Optimos para el analisis de tejido
gonadal de E. alletteratus, ya que es posible
identificar, diferenciar y cuantificar totalmente
las estructuras celulares de los ovarios de esta
especie, incluso en ovocitos inmaduros.
Adicionalmente, ya que se trata de una
modificacion a la técnica mas sencilla, los
costos son reducidos, se ahorra tiempo y es de

implementacion sencilla, lo que favorece la
continuidad de los estudios sobre esta especie y
probablemente sea extensible a otros
Scombridae  costeros, con muy pocas
modificaciones.
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Figura 1. Comparacion de las estructuras celulares de ovocitos utilizando diferentes tiempos de tincion
(10x). A) Técnica de tincion original. B) modificacion en tiempos. (N: Nucleos, n: nucléolos, F: foliculo,
AC: alveolos corticales, V: Granulo de vitelo, Ev: Envuelta vitelina).
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Cuadro 1. Determinacion de los tiempos del tren de tincion para la observacion de las estructuras de los

gametos femeninos de Euthynnus alletteratus.

Tren de tincion

Tiempos originales del tren

Tiempos modificados

Xilol 3 minutos 3 minutos
Xilol 3 minutos 3 minutos
Xilol 3 minutos 3 minutos
OH 100 1 minuto 1 minuto
OH 100 1 minuto 1 minuto
OH 96 1 minuto 1 minuto
OH 10 1 minuto 1 minuto
H20 3 segundos 3 segundos
Hematoxilina* 8 minutos 6 minutos
H>O 3 minutos 3 minutos
OH acido* 15 segundos 3 segundos
H.O* 3 minutos 3 segundos
H.O Destilada* 10 segundos 3 segundos
NHsOH* 2 minutos 3 segundos
H.O* 2 minutos 3 segundos
H>0O Destilada 3 segundos 3 segundos
OH 96 1 minuto 1 minuto
Eosina alcohélica* 1 minuto 2 minutos
OH 96 1 minuto 1 minuto
OH 96 1 minuto 1 minuto
OH 100 1 minuto 1 minuto
OH 100 1 minuto 1 minuto
OH 100-Xilol 5 minutos 5 minutos
Xilol 5 minutos 5 minutos
Xilol 5 minutos 5 minutos
Montaje con resina No aplica No aplica.

*Reactivos con modificacion en tiempos.
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