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1. INTRODUCCION

Resumen: La diafanizacién es una técnica histolégica que
tiene como principal finalidad aclarar los tejidos blandos
de un organismo, lo que permite observar tejidos dseos y
cartilaginosos. Se emplean diversas sustancias quimicas, asi
como colorantes especificos para tefir especificamente hueso y
cartilago. No existen protocolos estandarizados por especie, ya
que se generaliza por grandes grupos, siendo el de grupo de los
peces uno de los menos definidos. En este trabajo se desarrollé
una modificacién de la técnica de diafanizacién y tincién dsea
para el pez monja (Gymnocorymbus ternetzi), con el fin de
optimizar el tiempo y los costos del proceso, ya que puede ser
aplicado en peces de caracteristicas similares.

clave:  diafanizacién, alizarina,

Palabras

Gymnocorymbus ternetzi.
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Abstract: English summary

Optimization of the diaphonization and staining technique
of Piovesana (2014), applied to the fish Gymnocorymbus
ternetzi

The diaphonization technique consists in making the soft tissues
of an organism transparent in order to observe the bone and
cartilaginous tissues. Specific dyes are used for these purposes,
mainly red alizarin for bone. There are no standardized protocols
for each species, since it is generalized for large groups, being
the group of fishes one of the least defined. In this article
a protocol of the technique was developed for the nun fish
(Gymnocorymbus ternetzi), there are included, the necessary
chemicals, and the costs in Mexican pesos.

Keywords: Diaphonization, alizarin red, Gymnocorymbus
ternetzi.

La Real Academia Espafola define la palabra ‘didfano’ como un cuerpo que deja pasar la luz a través del
mismo casi en su totalidad. Dicho de un espacio que estd despejado, o que carece de obstéculos o separaciones.
Igualmente lo define como ‘algo que se percibe bien’ o ‘algo claro’. Un sindénimo de la palabra didfano es
transparente. Por ello la palabra ‘diafanizacién’ puede entenderse como transparentacion o aclaramiento.
Fuera de la semantica y dentro de la biologia, la diafanizacién es una técnica histolégica que se realiza
mediante la combinacién sucesiva de sustancias quimicas, de las cuales destaca el hidréxido de potasio
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(KOH), debido a su actividad corrosiva que permite aclarar a los tejidos blandos. Tejidos duros como hueso
y cartilago no se ven afectados, lo cual resulta favorable para el estudio de los mismos sin realizar disecciones
anatOmicas.

Asimismo, la diafanizacién es empleada para establecer centros de osificaciéon de embriones y fetos de
animales y humanos (Rivera-Cardona et al.,, 2015) y para realizar comparaciones de las caracteristicas seas
de distintas especies. Existen diferentes tipos de métodos para diafanizar y tefiir organismos, sin embargo, la
mayoria comparten el mismo fundamento, basado en tres etapas: fijacion, transparentacién (diafanizacién)
y tincién especifica (Figura 1).

La fijacién del ejemplar se realiza para mantener a las células intactas, buscando inactivar las reacciones
enzimadticas celulares, impidiendo que se presente una autolisis y, por tanto, una degradacién post mortem
del organismo (Coronado, 2014). Los reactivos esenciales para este paso son: alcohol y formol.

Es=quema general de la técnica de diafanizacidn
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FIGURA 1

Esquema general de la técnica de diafanizacién con tincién sea y cartilaginosa
(Modificado de Dawson, 1926).

La transparentacién se lleva a cabo para visualizar y analizar la estructura ésea y cartilaginosa, se
transparenta todo el tejido blando, en este proceso se igualan los indices de refraccién de la luz del interior
del 6rgano con el medio que lo contiene (Concha, 2006). El reactivo fundamental es el hidréxido de potasio
(KOH), debido a que es miscible y corrosivo. Por tltimo, la tincién dsea y cartilaginosa se da por colorantes
especificos que son rojo de alizarina y azul de alcidn respectivamente.

Preservar piezas anatomicas diafanizadas es importante para complementar la investigacién y el
aprendizaje tedrico en ciencias bioldgicas y de la salud, ya que son elementos que ayudan al entendimiento
de la anatomia interna de los organismos.

Este trabajo surgié por la necesidad de encontrar técnicas de diafanizacién en peces, optimizadas en tiempo
y costos. Las cuales estén al alcance de todos los estudiantes. De igual manera se realizé para implementar
colecciones de docencia en la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. Debido a que no se logré
conseguir el colorante azul de alcidn para tenir cartilago, en este protocolo sélo se experimenté con el rojo
de alizarina para tefir el tejido dseo.

1.1 Antecedentes

La técnica de diafanizacién fue descrita por Mall (1902) en embriones humanos como una técnica alternativa
para el estudio de los centros de osificacién. Posteriormente, en investigaciones sobre el desarrollo de
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miembros tordcicos y pelvianos de ratas albinas, Dawson (1926), introdujo el empleo del rojo alizarina para
colorear selectivamente el tejido 6seo.

Mc Green (1952), trabajé igualmente con ratones con el fin de mostrar la presencia de tejido dseo
en tempranas etapas embrionarias. Randle (1969), disefid una secuencia de procesamiento en masa de
ejemplares para analizar el sistema dseo, comenzando a realizar inferencias sobre posibles aplicaciones de la
técnica para el estudio de teratogénesis.

Siete anos después se implementd una técnica con tincidn doble para contrastar los tejidos 6seos y
cartilaginosos durante el desarrollo embrionario (Inouye, 1976).

Una técnica de procesamiento masivo de organismos con fines de estudios teratogénicos fue planteada un
afio después por Tipton y Burt (1977). M4s tarde se implementé una técnica de diafanizacién y doble tincién
para diferenciar el tejido dseo del tejido cartilaginoso durante el desarrollo embrionario de Rattus norvegicus
(Whitaker y Dix, 1979).

Meses después se publicé una adaptacién de la técnica de diafanizacién y doble tincién de Inouye en
embriones de ratén (McLeod, 1980).

Taylor y Van Dyke (1985), describiecron un protocolo optimizado en peces para la doble tincién
simultdnea del tejido cartilaginoso con azul alcidn y del tejido dseo con rojo alizarina. Para el afio de 1994,
usando como biomodelos a roedores, se implementé una técnica de diafanizacién y doble tincién para
diferenciar el tejido dseo del tejido cartilaginoso durante el desarrollo embrionario (Webb y Byrd, 1994). En
el segundo milenio, la técnica de diafanizacién se comenzé a utilizar en anatomia comparada, describiendo
el sistema esquelético (cartilago y hueso) en dos especies de mamiferos (ratén y murciélago) (Cortés, 2009).

Tilotta Francoise, Lazaroo Bernard, Laujac M y Gaudy J, del Instituto de Anatomia de la Universidad de
Saints-Peres, y la Universidad Descartes de Paris-Francia, realizaron la investigacién titulada: “Estudio de la
vascularizacion de la auricula mediante diseccién y diafanizacién”, en la que parten de afirmar que el proceso
de vascularizacion de la oreja esta mal documentado. Su objetivo fue describir la distribucion arterial, usando
dos técnicas: diafanizacién y la diseccidn anatdmica (Tilotta, 2009).

En este protocolo solamente fueron tenidos los huesos con rojo de alizarina, descartando la tincién
cartilaginosa con azul de alcidn, debido que dicho reactivo no se encontraba disponible en los laboratorios
del Instituto de Ciencias Basicas ¢ Ingenierfa (UAEH).

2. Principios histoquimicos de la técnica

El rojo alizarina (Figura 2) es un colorante sintético, soluble en agua, derivado de la antroquinona (compuesto
organico que se encuentra naturalmente en algunas plantas, hongos, insectos y minerales).

0 OH

9]

FIGURA 2.
Férmula estructural del rojo alizarina
tomada de: htep://www.plantasyhongos.es/herbarium/htm/Rubia_tinctorum.htm

La alizarina tiene afinidad hacia el tejido dseo, debido a la unién con el calcio de los huesos. Proceso que
se da por quelacién de una molécula de calcio mediante dos moléculas de alizarina (Kiernan, 1990). Las
moléculas de oxigeno de los grupos quinonay fenol de la alizarina, se comportan como dadores de electrones,
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estableciendo asi dos anillos estables con el calcio. El proceso de quelacién (Figura 3) puede ocurrir con otros
cationes divalentes (magnesio o hierro) pero debido a la baja concentracion de los mismos en comparaciéon
con los iones de calcio en el tejido dseo, no interfieren en la especificidad de la tincién (Piovesana, 2014).

Delazite propeesia por Klernan (138

FIGURA 3.
Reaccién de quelacién propuesta por Kiernan (1990).
omado y modificado de Piovesana, et al. (2014)

Es necesario enfatizar que el calcio del tejido dseo se solubiliza a pH 4cido, perdiendo asi iones calcio, por
lo cual resulta conveniente preparar la solucién de rojo alizarina a un pH alcalino, con el fin de evitar la
descalcificacion en el hueso.

3. VARIANTES COMUNES DEL PROCESO

Actualmente, el procedimiento para la diafanizacién més conocido es la técnica de Dawson-Schultze. La cual
tarda mds tiempo en generar resultados que las técnicas de Dawson (1926) y de Inouye (1976), debido a que,
la concentracién del hidréxido de potasio es menor (Villegas et al., 2012).

De acuerdo con Coronado (2014), el proceso de la técnica de diafanizacién con tincién de Dawon-
Schultze comienza con la fijacién de la muestra en formol al 10%, para después teqir los centros de osificacion
con rojo de alizarina (0.1 gramos para organismos pequefos). Posteriormente, la fase de diafanizacién
comienza con la inmersién del ejemplar en una solucién de KOH al 10% + glicerina pura, en una proporcion
de 75:25 respectivamente, por un periodo de 5 dias.

Para continuar, se preparan dos soluciones, la primera con 65 ml de agua (H20) + 65 mg de hidréxido de
potasio (KOH) + 35 ml de glicerina pura. La segunda con 50 ml de agua (H2O) + 1 g hidréxido de potasio
(KOH) + 50 ml de glicerina pura. El ejemplar se sumerge en la primera solucién por un periodo de 3 dias, y
en la segunda solucién por 2 dias. Finalmente se traspasa a una solucién de 100% de glicerina.

Sien esta etapa la muestra no se torna transparente, se puede volver a los pasos anteriores. Por lo general
se requiere cambiar varias veces la solucién en glicerina pura hasta obtener una transparencia adecuada.

Otro proceso es el de Concha (2006), en el cual se fija la muestra en formol al 10%, se agrega 0.5 g de rojo
de alizarina para tenir los centros de osificacion, y después se diafaniza siguiendo el esquema: inmersién del
ejemplar en una solucién de hidréxido de potasio al 2% o 3%.

Finalmente se recambian los ejemplares en un grupo de tres soluciones:

A) 75 ml de agua + 150 mg de hidréxido de potasio + 25 ml de glicerina.

B) 50 ml de agua + 100 mg de hidréxido de potasio + 50 ml de glicerina.

C) 25 ml de agua + 50 mg de hidréxido de potasio + 75 ml de glicerina.

Los periodos de tiempo van aproximadamente de dos dias por solucién; sin embargo, dependen
directamente de la observacidn de resultados deseados.



Oscar JESUS ROMERO OLIVA, ET AL. OPTIMIZACION DE LA TECNICA DIAFANIZACION Y TINCION DE PIOVESANA (...

3.1 Método de diafanizacién en peces (Piovesana, 2014)

§ Fijacién en formol tamponado al 10%, de 24 a 72 horas.

§ Transferencia a etanol al 70% hasta que los tejidos estén pélidos.

§ Coloracién del cartilago con solucién dcida azul de alcian por 30 minutos.

§ Limpieza con agua destilada hasta eliminar excesos del colorante.

§ Neutralizacién con etanol absoluto por tres dias.

§ Maceracién con hidréxido de potasio en concentraciones de 1%, 3% o 5% (dependiendo el tamafio del
organismo) por un periodo de 3 a 12 dias (hasta que se observen a contra luz las estructuras anatémicas
internas).

§ Tinci6n dsea con rojo de alizarina (0.01 gen 100 ml de KOH) por 30 minutos.

§ Transparentacion con solucién de Mall (79 ml de agua destilada + 20 ml de glicerina + 1 gde KOH +
50 ul de H202) por tiempo indefinido hasta lograr resultados deseados.

§ Preservacion del ejemplar con glicerina pura.

4. PROTOCOLO DE DIAFANIZACION APLICADO PARA GYMNOCORYMBUS TERNETZI: METODOS,
MATERIALES Y COSTOS

Los métodos de diafanizacién utilizados en peces son variados, por ¢jemplo para Dawson (1926), Inouye
(1976) o Coronado (2014), la eleccién de alguno de estos métodos depende en gran medida del tamafio y
caracteristicas propias del pez, asi como de los recursos disponibles. Con base en lo anterior, se usé al pez
monja (Gymnocorymbus ternetzi) por ser un organismo comun dentro de la acuariofilia, y por ser de fécil
obtencién en acuarios locales.

El método empleado para la diafanizacion de los ejemplares de G. ternetzi, se basa en el propuesto por
Piovesana (2014), pero con modificaciones en las concentraciones de los reactivos y en los tiempos de
exposicién, para optimizar los resultados. El proceso se llevé a cabo con el método heuristico de ensayo y
error con diez ejemplares, para obtener las concentraciones exactas. El protocolo de divide en cinco fases:

4.1 Primera fase

Se aplic6 eutanasia al organismo, no se le retiraron las escamas ni se alter6 estructuralmente de ninguna
manera (Figura 4).

FIGURA 4.
Gymnocorymbus ternetzi minutos después de la eutanasia.
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Posteriormente el ejemplar se sumergié en 25 ml de alcohol al 70% por 40 horas para que se llevara a cabo
la deshidratacién tisular (Figura 5).

FIGURA 5.
Gymnocorymbus ternetzi al concluir la primera fase. Se
aprecia un color mas claro debido a la deshidratacién tisular.

4.2 Segunda fase

Se colocé al ejemplar en 100 ml de agua destilada con 2 gramos de hidréxido de potasio (KOH) por 50 horas
para lograr la despigmentacién total (Figura 6).

FIGURA 6.
Gymnocorymbus ternetzi al término de la segunda fase. El espécimen presenta despigmentacion total.

4.3 Tercera fase

El ejemplar se trasladé a otra solucién compuesta de 100 ml de agua destilada con 0.5 gr de hidréxido de
potasio y 0.8 gramos de rojo de alizarina, por un total de 20 horas (Figura 7). Se lavé el exceso de colorante
con agua y posteriormente se neutralizé con alcohol al 70% por un lapso de 2 horas.
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FIGURA 7.
Gymnocorymbus ternetzi después de la tercera fase.

4.4 Cuarta fase

El pez fue sumergido en solucién de Mall, la cual se prepardé con cuatro reactivos en las siguientes
concentraciones:

§ 40 ml de agua destilada

§ 12 ml de glicerina

§ 500 mg de hidréxido de potasio (KOH)

§ 1 ml de agua oxigenada (H202)

Se mantuvo dentro de la solucién por un lapso de 3 dias.
4.5 Quinta fase

Se trasladd al ejemplar por una serie de soluciones de preservacion:

§ Primera solucion: 12.5 ml de KOH 0.5% + 37.5 ml glicerina, por un periodo de dos horas.

§ Segunda solucién: 25 ml de KOH 0.5% + 25 ml glicerina, por un periodo de una hora.

§ Tercera solucién: 37.5 ml de KOH 0.5% + 12.5 ml glicerina, por un periodo de dos horas.

§ Solucién final: 20 ml de glicerina al 100%, periodo de tiempo indefinido (el ejemplar dura hasta 5 afios
preservado sin recambio de glicerina).

4.6 Costos totales

Los costos de los materiales utilizados en la técnica de diafanizacién son distintos, de acuerdo al pais o region.
Los costos especificos y generales del proceso para Hidalgo (México) se desglosan de la siguiente manera:
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TABLA 1.
Costos de la técnica de diafanizacién con tincién de Piovesana (2014),

Fase Reactivo Cantidad |Costos
. $2.00
Primmera |Alcohol 70%  [25 1 (MEIN)
Agua $1.05
SREUNAE. | ocilada 100wl o
Agua
destilada | 100ml | $1.08
Tercera |Hidroxido de (0.5 gr (Mf-iN)
Potasio | JO.8gr
Alizarina
Solucidn de $4.31
Cuarta Mall 100 ml (MEN)
Agua
destilada | 75ml | $17.81
Cuinta  |Hidrdxido de [0.375 gr fMK.N)
Potasio | [ 100 ml
Glicerina
$27.25
Total (M)

para un ejemplar (pez monja) menor de 4 centimetros, en pesos mexicanos. Datos
obtenidos a partir de un promedio de tres proveedores de reactivos quimicos.

TABLA 2:
Costos generales de los reactivos en presentaciones comerciales.

Feactivo Cantidad |Precio
Alcohol 70% 500 mil $E0.00 MEN)
Agua destilada 20L1 $210.00 ®MMHMN)

Hidrésxido de potasio |25 kg $1,500.00 MEN)
Eojo de Alizarina 100 gr $2,408.00 MM

Glicerina 1L $170.00 MAHEM)
Agua oxigenada 480 1ml $138.00 MELN)
Total $4, 366 MHIN

Promedio de tres proveedores de reactivos quimicos.

5. PRODUCTO FINAL

Los resultados obtenidos del protocolo previamente mencionado, permiten visualizar, el tejido dseo que se
tifi6 de color rojo-morado, resaltando asi los huesos del craneo, la espina dorsal y los radios de las aletas caudal,
dorsal, anal y lateral. Asimismo, es posible observar algunos 6rganos internos, incluyendo vejiga natatoria,
corazén, higado y cerebro, los cuales se aprecian de color pardo (Figura 8).
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FIGURA 8.
Gymnocorymbus ternetzi al término de la quinta fase.

6. D1scusioN

El método de Piovesana (2014), tiene nueve fases marcadas: fijacidn, transferencia, coloracién, limpieza,
neutralizacién, maceracion, tincidn, transparentacién y preservacién. El método propuesto en este articulo
solamente consta de cuatro fases, sin contar la eutanasia, debido a que se omiti6 la coloracién del tejido
cartilaginoso con azul de alcidn y a que se elimind la fase de fijacién con formol.

Parallevar a cabo el primer protocolo de Piovesana (2014), se requieren de 20 a 25 dfas aproximadamente,
en contraste para el protocolo propuesto en este articulo se requiere un periodo de tiempo de 7 a 8 dias.

Lo anterior debido a que se omite la fase de fijacidon con formol tamponado al 10%, comenzando el proceso
con la inmersién del ejemplar en alcohol al 70%. Se excluyen las fases de coloracién cartilaginosa, limpieza y
neutralizacion, para proceder con la maceracién del ejemplar en hidréxido de potasio al 2%.

Posteriormente se tife la muestra con rojo de alizarina para después sumergirla en la solucidn
transparentadora de Mall, la cual fue modificada. La original contiene: 79 ml de agua destilada + 20 ml de
glicerina + 1 gde KOH + 50 ul de H202 y la modificada: 40 ml de agua destilada + 12 ml de glicerina +
500 mg de hidréxido de potasio (KOH) + 1 ml H202.

Las ventajas de este nuevo protocolo son: la reduccion de materiales y por lo tanto los costos, asi como la
fécil preparacion de los reactivos, ya que se descartan instrumentos capaces de medir cantidades de volumen
micromeétricas.

Otro aspecto resaltable es la omisién de la descamacién mecdnica del ejemplar, lo cual conserva en mejor
estado sus tejidos.

La tltima fase resulta opcional, ya que el ejemplar se encuentra completamente diafanizado y tefido; sin
embargo, la sustitucion paulatina del recambio de glicerina, da soporte a los tejidos, evitando asi el dafio de
los mismos.

7. CONCLUSIONES

La técnica de diafanizacién con tincidn de Piovesana (2014) resulta de bajo costo por organismo trabajado.
Siendo los reactivos més caros del proceso el hidréxido de potasio (KOH) y el rojo de Alizarina.

Este protocolo para tefir tejido 6seo estd disefiado para organismos menores de 4 cm, ya que entre mayor
sea el organismo, mayor debe ser la concentracién y/o el tiempo de preparacion.

El espécimen que se diafanizé present6 danos en la aleta caudal debido a la manipulacién del mismo, ya
que el hidréxido de potasio (KOH) es altamente corrosivo, por ende, debilita los tejidos. Se recomienda
manipular al organismo con precaucién, evitando tomarlo por las aletas.
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Son diversas las aplicaciones de esta técnica. En pruebas toxicoldgicas se emplea con el fin de buscar
malformaciones congénitas. En embriologia para observar en las distintas etapas del desarrollo los centros
de osificacién. Incluso dentro de la odontologia tiene aplicaciones con el fin de estudiar los conductos
radiculares. Asimismo, es util y de bajo costo para elaborar colecciones de docencia e investigacion.
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