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RESUMEN

A las estructuras que constituyen al organismo y permiten reconocerlo y describirlo como
objeto de estudio anatémico, se suman meétodos alternativaos, asi, la combinacion de dos
técnicas, transparentacion y plastinacion, dio como resultado la diafaniplastinacién, como
contribucién de este trabajo. Resuelve problemas de conservacion, evitando emplear
productos que necesitan renovarse y provocan en los usuarios, serios problemas de salud.
El fenomeno que mas afectd los procesos haciéndolos mas lentos, fue la temperatura
ambiente baja. En este estudio, las mejores transparentaciones fueron las efectuadas en
ejemplares frescos, sin embargo, en su mayoria resultaron viables. Se considera que el
proceso en general es econdmico y accesible. En conclusion, los modelos después de la
diafaniplastinacion, resultan inodoros, durables, no toxicos, manipulables, préacticos y
eficaces. Se espera que la diafaniplastinacion sea de gran utilidad en areas de Anatomia
patoldgica y en centros de ensefianza secundaria, media superior y sobre todo de estudios
superiores y universitarios, asi como en laboratorios para el estudio de la zoologia,
taxidermia y otros, ademas de su aprovechamiento en museografia y demostraciones
anatomicas de arte, y en modelos de estudio osteoldogico de los distintos tipos de

vertebrados tiene un amplio potencial.
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I.- INTRODUCCION

Los Bidlogos y demas cientificos necesitan del desarrollo de técnicas que les ayuden en su
guehacer cientifico dado que les permite incrementar el grado de exploracion de los
fendmenos naturales. La optimizacion de meétodos y técnicas, facilita su ejercicio como

ciencia.

Como area central de la Biologia, la Anatomia Animal Comparada se refiere al estudio de la
estructura de los organismas, las relaciones entre sus diferentes componentes asi como
su evolucion y adaptaciones al medio. Su mayor influencia se ejerce en la fisiologia a la cual
estan destinadas. El nivel de organizacion sistematico para el estudio de las estructuras

puede abarcar desde el nivel celular y tisular o histolégico (Tértora y Reynolds, 1998].

Los intentos para preservar un cuerpo se remontan a civilizaciones como la egipcia y
algunas culturas americanas, entre ellas la azteca (Arraez, 1997). Es entonces en 1551
gue se funda la universidad de la Nueva Espana, donde se realizaban estudios de Cirugia,
impulsando el uso de la diseccion y por ende dando gran importancia a la Anatomia
(Bandera, 1929),

Desde tiempos remotos, se experimentaron varios tipos de sustancias quimicas con el
objeto de obtener preparaciones anatomicas duraderas que preservaran la estructura de
las celulas y tejidos en forma semejante al estado vivo y permitieran realizar
posteriormente, el conocimiento de su constitucion (Arraez, 1997). Estas sustancias que
preservan la arquitectura celular y tisular, detienen la autélisis, previenen la multiplicacion
de bacterias, y endurecen los tejidos, son denominadas fijadores [Hildebrand, 1969), de los
cuales los mas utilizados, son los derivados aldehidicos [formaldehido, paraformaldehido,
glutaraldehido, acroleina) asi como el &cido ésmico, el tetréxido de osmio, los compuestos
mercuricos y cromicos, los alcoholes, la acetona, el dietil-pirocarbonato, la carbodiimida, los
imidatos y las benzoquinonas entre otros (Wollman, 1955, 1956; Lev and Thomas, 1955;
Davenport, 1960; Avers, 1963; Lillie, 1965; Baschong and Baschong-Presiabnotto, 1983).
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El formaldehido, es un producto quimico ampliamente utilizado en la industria, asi como un

poderoso germicida, fungicida y preservador. En 1893 se revela que fue sintetizado
veinticinco afos antes por el quimico aleman August W. Von Hofman. Actua sobre las
proteinas haciéndolas insolubles e imputrescibles, por lo que se usa en terapéutica como
antiséptico y desinfectante, y en el laboratorio como fijjador de muestras histologicas y

como conservador de estructuras si éstas son sumergidas en su medio (Arraez, 1997).

La diseccion anatomica, gracias a los conservadores, puede realizarse por tiempos
prolongados. Por otra parte, por su accion lipolitica, facilita la incision (Valdez, 1999] . En la
ensefnanza e investigacion anatémica y zooldgica, la exhibicion de ejemplares integros o en
cortes, ademas de elemental, es un trabajo universalmente aceptado (Bickle, et al., 1981).
Debido a la necesidad de que los tejidos puedan ser manipulados e incluso cortados, sin
provocar en ellos alteraciones, se estimulo la generacién de técnicas como la parafinizacion
gue conserva indefinidamente ciertos organismos aparentando su forma o posicion natural.
Esto evita que los organismos para conservarse, tengan que estar inmersos en sustancias
toxicas. La Unica restriccion de la parafinizacion, reportada por Garcia-Dominguez (1987)
€S SuU Uso en especies con plumas o pelos pues afecta el aspecto de tales estructuras
(Lynch, 1972; Lynch et al, 1979; Humason, 1970 ; Martoja y Martoja, 1970 ; Garcia-
Dominguez, 1987].

El avance de las técnicas continda, asi, los métodos de transparentacion y tincion, han
complementado el impulso del estudio osteolégico de diversos vertebrados (Hollister,
1934, Gostonyi, 1984, Dingerkus and Ulher, 1981). Sus usos particulares van desde la
ensefianza e investigacion anatdmica de organismos completos, érganos del cuerpo por
separado, cortes histolégicos de uso didactico, asi como también en la demostracion de
ejemplares zooldgicos de museo y hasta de tipo artesanal (Bridgman y Humelbaugh, 1963;
Karnoswsky, 1965; Gersenowies y Gonzalez, 1993), asi como el descubrimiento de
estructuras anatdmicas que de otra forma pasarian desapercibidas (Ortega-Ortiz, et al.,
2000).

La representacion tridimensional y tangible de estructuras que constituyen al organismo y
permiten reconocerlo y describirlo como objeto de estudio (Gersenowies y Gonzalez, 1993],
se ha logrado por medio de la impregnacion de polimeros sintéticos que determinan las

propiedades opticas: transparentes u opacas, y propiedades mecanicas: flexibles o firmes

3
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reportadas por Borek (1986]) y Prasad y Willians (1991). Este método conocido como

Plastinacion, fue desarrollado por Von Hagens (1979 a) y reproducido, o bien continuado
por distintos investigadores a traves del mundo, adecuandolo a las posibilidades del lugar,

institucion o presupuesto disponibles.

La plastinacion es la técnica mas moderna para la preservacion macroscopica del material
biolégico destinado a la ensefianza y exhibicion museogréfica. El desarrollo de polimeros
apropiados para esta técnica, fue un paso importante para el uso practico de la misma que
consiste basicamente en la sustitucion de los fluidos celulares y/ o tisulares, principalmente
agua vy lipidos, por resinas elasticas de silicén o rigidas epoxicas (Von Hagens, 1979 b). La
dificultad estad en que estos polimeros no estan disponibles de manera comercial y los que
se dispone, sus posibles usos no han sido debidamente investigados (Gersenowies y
Gonzales, 1993).

La aportacion de este trabajo es la combinacion de dos técnicas: la transparentacion y la
plastinacion, llamadas aqui diafaniplastinacién, la que permitiria obtener preparaciones
anatomicas de utilidad en el estudio dela morfologia de los vertebrados. Dicha combinacion
no se ha llevado a la practica por lo que no existen reportes al respecto, Esta es una
adaptacion que potencialmente tiene las ventajas de cada una de estas técnicas y que
ademas en conjunto son posiblemente la forma mas adecuada para estudiar el esqueleto

de diversos mamiferos, en especial los de tamario pequerio.
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I1.- ANTECEDENTES

I1. 1 PERSPECTIVA HISTORICA

La anatomia, es una ciencia cuyos origenes se remontan a la prehistoria, y sus estudios
sistematicos se reportan en el codigo de Hammurabi en Babilonia (1752—50 a Cj,
Numerosas tablas de arcilla en Ninive, y Azur, papiros egipcios con descripciones de
corrientes sanguineas (papyrus d ebers, v 1550 avant J. C.) del afio 1550-1600 a. C,,

ademas de otros (Chevallier, 1995].

El término de Anatomia Comparada aparece por primera vez, teniendo una connotacion

moderna, en los escritos de Nehemiah Grew en 1677 [Cole, 1975).

Los principios bioldgicos, son objeto de la inexorable ley de la evoluciéon por seleccion
natural, por lo que la elucidacion de la relacién de un érgano en un animal en comparacion
con la caracteristica correspondiente en otro, nos permite diferenciar la analogia del
proceso natural del desarrollo de las estructuras y la influencia selectiva del medio en el

esquema independientemente establecido entre dos 6rganos (Cole, 1975).

Entre los estudiosos, fildsofos y naturalistas, que han contribuido al crecimiento de la

Anatomia animal comparada, tenemos a:
Grecia

Aristoteles de Estagira (384-322 a C.), importante biélogo griego, precedido por
civilizaciones como Babilonia, Egipto asi como filésofos griegos. Aristoteles, fue fundador de
la ciencia biolégica (Cole, 1975). Fue el primer investigador que separé las ciencias
biolégicas de los problemas teolégicos e hizo un reconocimiento de los patrones
morfoestructurales para el establecimiento de la clasificacion de los animales en base a los

géneros naturales (Gersenowies, 2000).

Lucrecio (Titus Lucretius Caros; 98-55 a C.), de origen romano, ejemplo de actitud practica
para los griegos, escribié De la Naturaleza de las cosas (De rerum Natura) donde afirma
gue nada se genera de la nada y el nacimiento de los seres consta de corpusculos minimos

e indivisibles [Gersenowies, 2000]
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Roma

Claudio Galeno de Pérgamo (130-200 d C.), basé sus estudios en los métodos
desarrollados por Aristoteles. Médico Griego residente en Roma, versado en anatomia
comparada con su propia concepcion teolégica de la misma. (Cole, 1975; Valdéz, 1999]
Se destaco también por sus estudios sobre la médula espinal, mecanismo de respiracion y

sistema cardiovascular,

Bartolomeo Eustaquio (1530-1574 d C.), fue profesor de Anatomia en Roma durante el
Renacimiento, donde revisé los trabajos de Vasalio, complementandolos (Gersenowies,
2000).

Africa
Heroéfilo de Calcedonia (315-255 a C.), con gran apoyo de los reyes Ptolomeos, llegé a la
conclusion que el cerebro posee la funcién primordial de la inteligencia (Gersenowies,

2000), segun Galeno, fue de los primeros en disecar tanto animales como seres humanos
(Perez, 1997),

Erasistrato de Chios (310-245 a C.), se distinguié en fisiologia y trabajé en conjunto con
Herdfilo con el mismo apoyo de los reyes Ptolomeos. Hizo disecciones animales y humanas
en el S VI vy junto a Herdfilo, se consideran como los sabios que formalizaron vy
sistematizaron el estudio dela anatomia descriptiva tanto animal como humana (Cooperias,
1990; Pérez, 1997; Gersenowies, 2000),

Arabia

Tras la caida del imperio romano, los arabes y el imperio de Bizancio conservaron los
antiguos escritos griegos, tratando de revivir la antigua ciencia por personajes como
Alberto Magno, Mondito de Luzzi, Ermolao Barbaro, Thomas Linacre, Guinter de Andrenach

y Leonardo da Vinci, principalmente:

Alberto Magno (1200-1280 d C.), destacd por sus conocimientos en ornitologia,
embriologia y zoologia, y criticd y complementé la obra de Aristételes “Animalibus” en su
obra “De Animalibus XXIV” (Gersenowies, 2000).
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11.2 DISECCION

La diseccion como meétodo de ensefanza por los anatomistas de los siglos XVIy XVII, y la
necesidad de conservar los cadaveres humanos y piezas anatémicas, favorecio la aparicion
de procedimientos y el desarrollo de practicas con fines educativos y cientificos [Arraez,
1997).

Leonardo de Vinci (1452-1519), universalmente un gran genio. En contraste con los
escultores griegos, ademas de sus obras artisticas también hizo profundos estudios de
anatomia superficial del cuerpo humano. Investigé el método comparativo con animales
(Cole, 1975; Chevallier, 1995).

Anatomistas de los siglos XVI-XVIII

Andrés Vesalio (1514-1564), en el renacimiento es como el padre de la Anatomia
moderna (Cole, 1975). El mas grande anatomista del siglo XVI, publicé en 1543 su libro
“De Humani Corporis Fabrica” (Sigerist, 1974; Cole, 1975; Chevallier, 1995), hizo una
amplia critica a la obra de Galeno, sin embargo, fue inspirado por éste en sus

investigaciones [Gersenowies, 2000)

Georges Léopold Cuvier (1769-1832), realizé trabajos de Anatomia Animal Comparada y
clasificacion animal en su “Anatomie Comparee” (Gersenowies, 2000). Establecié los
principios basicos que fijan las relaciones de dependencia de los distintos érganos y huesos

del cuerpo de los animales (Valdéz, 1999).

I1.3 PRESERVADORES Y EMBALSAMAMIENTO

La conservacion de los organismos después de la muerte, se presentd en forma natural
por medio de la momificacion y la fosilizacién con todos sus tipos de preservacion en
civilizaciones tan antiguas como la Egipcia o en Ameérica precolombina. Los entierros de
nomadas europeos 0 de aristécratas chinos, ademas de otros, han favorecido numerosas
investigaciones destinadas a evitar la descomposicion de los tejidos humanos y animales.
Las motivaciones religiosas del embalsamamiento y la preservacion y los beneficios de
inmortalidad conferida por el enfoque de divinidad que tiene la imagen de “supervivencia”,

dieron lugar a consideraciones que rescatan mas tarde el enfoque cientifico de verdaderas

7
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técnicas anatdmicas de embalsamado y preservacion (Correa, 2002; Gryglewski, 2002),

destacando en el estudio de estos temas:

Robert Boyle (1627-1691), quien promovid los métodos anatdmicos. Afirmé que la
preservacion del cuerpo humano y otros organismos en “espiritu de vino” (como entonces
conocian al alcohol), con notables facultades balsamicas, resiste poderosamente la

putrefaccion, de partes suaves del cuerpo sin perder su consistencia (Cole, 1979].

Marcelo Malpighi (1628-1694 d C), descubrié la anastomosis de las arterias y las venas

en rana con ayuda del microscopio (Gersenowies, 2000).

Frederik Ruysh (1638-1731), con una gran reputacién como preparador e instructor de

inyecciones anatomicas [Cole, 1975).

Pierre Dionis (1643-1718), usa el acido ténico en contra del crecimiento de hongos.
(Dionis, 1710; Arraez, 1997, Gonzélez y Gonzalez, 2002) empleado para curtir pieles por
sus propiedades surfactantes (accion similar a la del jabon o los detergentes) por lo que
tiene efectos antifungicos y se usa desde tiempos ancestrales, pues se encuentra en el vino

tinto y otros alimentos (Torres, 2000).

Carl Von Linnaeus (1707-1778 d C), sent6 las bases para una clasificacién natural de la
nomenclatura moderna en su libro titulado “Systema Naturae” (Cole, 1975; Gersenowies,
2000).

George Louis Leclerc (1707-1788 d C), considerando solo a los vertebrados, se acerca a
la idea de los patrones morfoestructurales béasicos que se presentan en cordados,
suponiendo que no seria erréneo que a través del tiempo la naturaleza produjo todos los

seres organicos a partir de un solo ser inicial (Gersenowies, 2000).

Johann Jacob Ritter (1714-1784), utiliza el arsénico por su accién antifingica (Arraez,
1997). En la actualidad se sabe sin embargo, que el arsénico es de gran peligro para los
usuarios pues inhibe la transcripcion del gen hTERT, que a su vez inhibe la expresion de la
telomerasa, una enzima. Una parte por millén (ppm]), es una concentracion muy alta segun

la EPA [Environmental Protection Agency) de Estados Unidos (Gryglewski, 2002] .
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William Hunter (1718-1783), utiliza el alcohol como medio de fijacién y conservacion
(Gryglewski, 2002).

John Hunter (1728-1793), trabajé con su hermano probando sustancias conservadoras

como el alcohol (Gryglewski, 2002).

Karl William Sheele (1742-1786), aplicd la glicerina para conservacion de cadaveres.
(Arréez, 1997). Scheele descubrio la glicerina en 1779, en los productos de la
saponificacion de aceite de oliva. La glicerina posee una propiedad solvente peculiar y
poderosa, y también es un preservativo excelente y solo el alcohol lo supera, y tiene un uso
considerable [Cook, 1869), Su avidez por el agua es tan amplia que reduce la humedad de
los tejidos a los que se aplica, de modo acelerado. La glicerina es un higroscopico poderoso,
considerablemente antiséptica, mata parasitos y preserva tejidos animales; pero las

estructuras conservadas en €l se tornan blandas (Felter, 1922).

Francois Chaussier (1746-1828), emplea el sublimado o bicloruro de mercurio para evitar
la putrefaccion y favorecer la momificacion (Arraez, 1997), usado en la actualidad como
conservador de tejidos y catalizador (Rendiles 2000). Interfiere con la sintesis de proteinas
y acidos nucléicos y en elevadas concentraciones endurece células adhiriéndose a algunas
enzimas causando lisis y muerte celular. Produce hemalisis en células como los eritrocitos,
precedida por una masiva salida de iones de potasio pues funciona como bloqueador de los

principales canales de transporte de agua (Konigsberg, 2001; Lissi, 2002)

Jean Nicolas Gannal (1791-1851), utiliza el arsénico como embalsamador, moderniza las
primeras técnicas de conservacion temporal por medio de la circulacion sanguinea, como
la técnica de inyeccion arterial, para impregnar los 6rganos y tejidos cadavéricos, usando
entre otras sustancias, fosfato de calcio, nitrato de potasio, acido arsenioso (su sublimado],

sulfato de aluminio, y otros conservadores (L “archer, 1991).

August Wilhem Von Hofmann (1818-1892), quimico aleman, descubre el aldehido
férmico, también llamado formol o formalina. El formol y sus derivados desde 1868 hasta
la fecha, son base de la conservacion de piezas anatémicas y cadaveres completos, y los

mas usados en las técnicas de conservacion y embalsamamiento (Arraez, 1997).

Aurora Minerva Kirwan Alcantara



Combinacion de la Transparentacion y la Plastinacion en Mamiferos |||

Holmes (1842-1882) En Birminham 1987, hace, igual que Ruysh, progresos en métodos y

sustancias para embalsamar [Holmes 1883, 1911; Gryglewski, 2002)

Hoy conocemos los inconvenientes del uso del formol, tanto para los anatomistas como
para los estudiantes (Correa, 2002). En 1979, el Instituto de Toxicologia Quimica Industrial
de EEUU publica uno de los primeros trabajos relacionados con la toxicidad del
formaldehido, confirmados por multiples autores. (Gestal,1993; Arraez, 1997). Algunos de
los datos mas importantes al respecto de los riesgos del uso del formol se encuentran en

el Anexo 2, Seccion 2.1.2 del presente trabajo.

I1.4 PARAFINIZACION E INCLUSION EN PARAFINA:

A fines del siglo XIX, debido a la necesidad de que los tejidos pudieran ser manipulados e
incluso cortados, sin provocar en ellos alteraciones, se practicaron técnicas como la

parafinizacion de Leo Frederick utilizada desde 1876 (Frederick, 1876).
Entre los que desarrollaron esta técnica se pueden mencionar:

Ferdinand Hochstetter (1787-1870), disecaba sus especimenes para la ensefianza de la
anatomia. Desafortunadamente, todo lo relacionado con las preparaciones de este
cientifico, fue destruido durante los ataques de la 22 Guerra Mundial, (Hochstetter and
Schmeidel, 1924; Hochstetter, 1927; Arraez, 1997)

Pedro Ara (1891-1973), utilizd la impregnacién de cera-parafina para conservar
caracteristicas faciales. Famoso por la preservacion del cadaver de Eva Perén donde
experimentd con diversos complementos acompafiando a la parafina, e hizo una
importante estandarizacion de sus técnicas, que no quiso nunca revelar, pero que sin
embargo le dio un gran éxito, tanto en su demostracion del tiempo de duracién de sus
preparaciones anatomicas, asi como en la apariencia de sus ejemplares logrados, todo
esto a pesar de que se reporta, que en algunos casos, los cadaveres se encontraban en

proceso de putrefaccion de algunos de sus organos (Ara, 1936, 1974; Arraez, 1997).
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Lynch y colaboradores (1977), usaron la parafinizacion, semejante a la técnica histolégica

de inclusion en parafina, explicada en el apéndice No. 3, Técnica nimero 1 (Correa, 2002).

Federico Garcia-Dominguez (1987), en el Laboratorio de Ecologia Marina, del
Departamento de Zoologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto
Politécnico Nacional, realizé la técnica de inclusion en parafina, para conservar animales
completos, aparentando su forma y posicion natural sin estar sumergidos en fluidos

conservadores, ni disecados por taxidermia (Garcia Dominguez, 1987).

German 1. Garrido F. Y M. A. Cornejo (2000), en la seccidn de Ciencias Morfoldgicas del
Laboratorio de Apoyo a Histologia y Biologia de la FES Cuautitlan. UNAM, crearon un
metodo de inclusion en parafina para diagndéstico rapido por medio de microondas vy
encontraron que el tiempo de procesado se economizaba (Robinson y Fayer, 1991; Garrido
y Cornejo, 2000).

I.5 TRANSPARENTACION:

Gloria Hollister (1934), tifie los huesos con rojo de alizarina, que se fija a sales de calcio,
se disuelve con facilidad en agua o en alcohol, que es un tinte acido del grupo de las

oxiquinonas o tintes bioldgicos (Gloria Hollister, 1934).

G. Dingerkus y L. D. Ulher (1977], en el aclarado enzimatico con tefiido de azul de alciano
aplicado en diferentes organismos (peces, anfibios, reptiles, aves, mamiferos), usan cada

uno de ellos, diferentes técnicas con alcoholes &cidos en distintas concentraciones
(Dingerkus y Ulher, 1977]..

M. Gosztonyi (1984), elimina el formol donde estaban fijados sus organismos, con la
finalidad de evitar la inhibicion de la actividad de la enzima base ajustando la técnica de
Hollister donde usa rojo de alizarina “S” para tefir del esqueleto pequefos vertebrados M.

(Gosztonyi, 1984,

E. H. Park y P. Soo Kim (1984), también usan la transparentacién en embriones,

muestra las malformaciones osteoldgicas (Park y Soo Kim, 1984],.

11
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Francisco Sanchez et al. (1996), utilizan la diafanizacién por técnica de Dawson en

embriones y fetos humanos, para diferenciar la osificacion membranosa de la endocondral,
tiféndolos con rojo de alizarina“S” y azul de alciano, con aumento de concentracion de KOH
para disminuir el tiempo de transparentacion (Moore, 1988; Sadler, 1986; Patten, 1969;
Sanchez, 1996].

Gabriela Sanchez F. (2001) En la UNAM, Campus Iztacala, México, realizd la
transparentacion de peces pleuronectiformes en su estudio de comparacion de las
relaciones de similitud entre ocho especies de pleuronectiformes mexicanos, analizando el

esqueleto postcraneal aplicando KOH, con rojo de alizarina “S” (Sanchez, 2001).
I1.6 INCLUSION EN RESINA

La inclusion y el recubrimiento son los casos particulares de conservacion que permiten
inmovilizar todas las estructuras de forma definitiva y establecer con ello la proteccion de
los organismos contra el medio ambiente y la humedad que de modo contrario,

favorecerian la descompaosicion [Anexo. 3 Seccion 3.1.3]) .

Charles F. Bridgman y Frank A Humelbaugh, (1963), de la Universidad de California en
Los Angeles, realizaron avances técnicos en el incluido plastico en resinas para prototipos
para la ensefanza, resultando mejores fotografias, radiografias, fotomicrografias,
transparencias fotograficas clinicas, etc. Las desventajas econdmicas, son el curado
forzoso por radiacion con rayos ultravioleta, cuando el ejemplar es demasiado grande, pues

el endurecido a base de catalizador, es mucho mas dificil y tardado. (Bridgman vy
Humelbaugh, 1963).

Santiago Aja Guardiola [1969), expresé que en los afios 60, se utilizd el acrilico, después
el poliéster, pero este se fragmenta con facilidad. Propuso que la Plastinacion es una de las
mejores técnicas anatémicas para preservar especimenes, piezas pequenas y cortes finos
conservandose por afnos sin necesidad de usar frascos ni liquidos y conservan el color

natural, y no desprenden olores (Romero, 2002] .

Moosavi, et al. (1981), realizaron mejoras en biopsias incluidas en plastico en comparacién
con las preservadas en parafina convencional con mejores resultados de evaluacion tan

buena en hueso como en médula (Moosavi, 1981).

12
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I.7 PLASTINACION:

El origen de los embalsamamientos se puede ubicar aproximadamente desde el afio 2000
A. de C, entonces el caucho se ha utilizado con fines anatdmicos durante mas de 150 anos

(Correa, 2002). En relacion con esto, diversos tipos de sustancias se han empleado:

Rossi y Chumllamski a fines del siglo XVIIl, usaron la inyeccion de vasos sanguineos del
rifén con una “mezcla acuosa del arbol azul brasilefio” (caucho natural). También utilizado

por Stein(1898]) y Frank {1903) que publicaron trabajos sobre inyeccion [Correa, 2002).

V. N. Stepanov (1948]), con fines de corrosién, empled el caucho sintético primero en

Leningrado, siendo publicado su método en 1949y 1953 (Correa, 2002).

Gunther Von Hagens (1977), la plastinacién tuvo su inicio en la Universidad de Heidelberg,
Alemania (Bicley y Von Hagen, 1981; Towsend, 1981; Dawson, 1990; Williams y Williams,
1990; Mufioz, 2002).

Martinez Galindo y colaboradores, (1989), en México, se instituye el Departamento de
Plastinacion y Museografia Médica y Zootecnia de la UNAM, primero en Latinoamérica y en
emplear esa técnica en la Escuela Nacional de Medicina Veterinaria. Tiene fines didacticos
en la museografia médica, (Guillén, 1992), asi como el trabajo realizado en el Laboratorio
de Plastinacion y Museografia de la Escuela Nacional Preparatoria “Miguel Schutz” nimero
8 (Lopez, 2001).

Gersenowies y Gonzalez (1993) contribuyeron con trabajos de plastinacién de corazén de
cerdo ademas de otros trabajos inéditos, en el laboratorio de Anatomia Comparada de la

Unidad de Morfologia y Funcion, de la FES Iztacala (Gersonowies y Gonzalez, 1993).

Francisco Macias (1998), en el mismo laboratorio, realizé su investigacion de tesis sobre
un estudio de plastinacion por impregnacion masiva, con elasmobranquios pleurotremados,
para evaluar grados de deformacion del neurocréneo por el proceso de curado de dos

diferentes resinas (Macias, 1998]
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II1.- JUSTIFICACION

Este trabajo se propone como una innovacion, la combinacion de la transparentacion
y la plastinacién, (ambas técnicas ya estandarizadas y utilizadas antes por separado
con exito), creando asi la diafaniplastinacion. Utilizando polimeros accesibles de
manufactura nacional que no tengan complementos y tecnologia sofisticados se evita

gue se eleven los costos y disminuya su accesibilidad.

En la elaboracion de preparaciones anatdémicas que tengan usos multiples dentro de
la ensefanza, e investigacion. se espera que la diafaniplastinacion, de la pauta de una
significativa capacidad metodoldgica y econémica a la vez que beneficia protegiendo
la integridad de las estructuras, promoviendo su apropiada observacion y facil

manipulacion.

Asi mismo, se desea que prevenga la deplorable condicién de los ejemplares en
laboratorios e instituciones que precisan de su empleo en practicas estudiantiles, o
su uso para identificacion de estructuras anatdmicas o bien, patoldgicas, hasta ahora
tratados por sistemas tradicionales de preservacion de inmersion en fluidos contra la

descomposicion organica, peligrosos para sus usuarios y examinadores.

Asi tenemos que este tipo de estudios, es basico, pues el conjunto de técnicas al
servicio de la ciencia ha hecho que muchas de las sustancias utilizadas
tradicionalmente, no caigan en desuso por sus propiedades naturales, y su facil
acceso economico y tecnoldgico, y actualmente podemos servirnos de ellas como
auxiliares para que los resultados finales de nuevas técnicas, o la combinacion de las

mismas puedan servir para mejorar y facilitar el trabajo de investigacion.
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IV.- OBJETIVOS

Con base en las tecnicas de Hollister (1934), Dingerkus y Ulher (1977),
Gostonyi (1984), y Park & Soo Kimen (1984) de transparentacion e
incorporando la técnica modificada de Gersenowies y Gonzalez, (1993)

para la plastinacian :

Combinar las técnicas de transparentacion y plastinacion:

Diafaniplastinacion

Estandarizar la técnica de diafaniplastinacion.

Por medio de la Diafaniplastinacion, obtener ejemplares de diversos

mamiferos, que sirvan como modelos para el estudio del esqueleto.
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Fig. 1 DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO DE )
TRANSPARENTACION Y PLASTINACION (RESINA POLIESTER)

Obtencidn de los organismos

» Sacrificio y preparacion l

Fijacion
Formol 4-10%

Transparentacion ‘

KOH 4% KOH 4% [Tren glicerina
Alizarina 4% 20-100%

A

'

Inversion a sustancias miscibles Técnica histoldgica

con resina poliéster y deshidratacion
Tren de solucione Tren de soluciones Inclusién Cortes en/ Tincion/ Observacion
resina-poliéster [ alcohol /acetona en parafina /microtomo/ H y E /al microscopio

» Plastinacion por Impregnacion
Resina 100%

Curado
Acetona / acelerador 10%

Terminado y Proteccion
Esmalte acrilico D

llustracion
Camara Digital
Resolucion
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V.- MATERIAL Y METODOS
(FIG. 1)

V.1 Obtencidn de los organismos

a) Se obtuvieron 10 ratones de la especie
Mus musculus del bioterio de la
Universidad Nacional Auténoma de México
FES Iztacala

(FOTO 1).

FOTO 1. Raton Mus musculus

b) Se obtuvieron tres fetos de borrego

Ovis ammon aries, por donacion de la Biol.
Adriana Hernandez (FOTO 2).

c) Se obtuvieron dos fetos de perro Canis

familiaris en dlicerina al 100% por

donacion del M. en Neurociencias Jorge
Ricardo Gersenowies Rodriguez en la
etapa de transparentacion.

(FOTO 3)

L

FOTO 3 Perro Canis familiaris en glicerina pura
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d) Se obtuvieron dos ratones Peromyscus
leucopus en etapa juvenil, descendencia de
roedores de campo pero criados en el
bioterio de la UNAM, Campus Iztacala
(1992)

(FOTO 4)

Combinacion de la Transparentacion y la Plastinacion en Mamiferos

FOTO 4. Raton Peromyscus leucopus

e) Se obtuvieron 84 Murciélagos en
diferentes etapas de desarrollo, cuyas
especies pueden ser consultadas en el
Anexo No. 1, por donacion de la Biol. Leticia
Espinosa del Laboratorio de Zoologia

fijados con formol y alcohol etilico (FOTO 9).

V.2 Sacrificio

Los ratones Mus musculus, se sacrificaron
por medio de una inyeccion intraperitoneal
de pentobarbital sadico.

Los ratones Peromyscus leucopus (FOTO
6), asi como los murciélagos, los Mus
musculus y los borregos, se desollaron,
evisceraron y posteriormente se lavaron

con agua corriente.

FOTO 5. Cria de murciélago Mormoogps
megalophyla fijado en alcohol al 70%.

FOTO 6. Peromyscus desollado.

18
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V.3 Fijacion (Anexo 3, Seccion 3.1.1)
a) MATERIAL Y PREPARACION.- Se

fijaron con formol al 4% neutralizado con
borato de sodio (se recomiendan de 5-15
dias) y mas adelante se lavaron durante
24 horas con agua corriente para

eliminar el exceso de formol (FOTO 7] .

Debido al tiempo que habian
permanecido en fijacién (10 afos), los
murciélagos se pusieron en agua
corriente por tres dias, y fijados
nuevamente con formol durante dos dias,
para luego proceder nuevamente al

enjuagado.

V.4 Transparentacion

Segun madificacion indicada en la técnica

3.1.2.5 Apéndice 3. ] ]
FOTO 8. Carollia brevicauda en formol al 4%

a) Todos los organismos [excepto los
fetos de perro, pues vya estaban
transparentados), se introdujeron en una
solucion de hidréxido de potasio (KOH] al
4% a los adultos y al 2% a los fetos, y
murciélagos, y Rojo de Alizarina “S” al
0.01%, por un periopdo de 2-5 dias,
revisandolos diario para que los

elementos 6seos se tifleran entre rojo y

parpura intenso (FOTO 3). FOTO 8. Mormogps megalophyla KOH'y  Alizarina
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b) Posteriormente se cambiaron a una solucion de KOH al 4% hasta lograr una completa

digestion de tipo alcalino.

c) Tanto los ratones Peromyscus, ;

como los Mus musculus, los
borregos y los murciélagos, cuyas
caracteristicas se encuentran en el
apendice 1, circularon por un tren
de glicerina del 20%, 40%, 60%,
80%, 90% y al 100% durante 24
horas por cada solucion para
terminar de  transparentarlos
(FOTGS 10y 11).

V.5 Plastinacion (Técnica 4,
Anexo 3)

De acuerdo a la maodificacion de la
técnica de Plastinacion por
impregnacion pasiva de Gersenowies
y Gonzalez, (1993), se llegdé a la

estandarizacion siguiente:

a) DESHIDRATACION. (FOTO 12)

Una vez transparentados se
introdujeron en un tren de alcohol
isopropilico al 40%, 80%, 90%, y dos
veces al 100% durante dos dias (48
h) cada solucion. (FOTO 12).

FOTO 10. Mus musculus en glicerina al 20%

FOTO 11. Murciélago en glicerina al 60%

FOTO 12. Murcielago Pteronotus parnelly
en alcohol isopropilico al 100%
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b) INMERSION EN SUSTANCIAS
MISCIBLES CON RESINA.

Posteriormente se condujeron por

tres cambios, i) uno a base de
acetona-alcohol isopropilico 1:1 por
una semana, i} posteriormente
en acetona al 100% durante una

semana, iii] un cambio a igual

concentracion y la permanencia

FOTO 13. Raton Mus musculus en acetona 100%

durante otra semana (FOTO 13).

c) IMPREGNACION PASIVA. Después de que los ejemplares fueron saturados con acetona,
se sumergieron en un recipiente con solucion de resina poliéster no polimerizada. La resina
se infiltra en forma gradual a traves del tejido del ejemplar y lo impregna. Dependiendo de la
temperatura del ambiente, esto toma normalmente una semana, y hasta tres semanas en
clima frio. Posteriormente se sometieron a un tren compuesto por tres soluciones (40%,

80%, y 100%) de resina poliéster/acetona 1:1 (Gersenowies y Gonzalez, 1993).

d) ANTES DE LA POLIMERIZACION. Las muestras se dejaron escurrir a temperatura
ambiente para quitar el exceso de resina. El molde que se requiere para la inmersion en
las distintas soluciones de resina, puede ser de plastico flexible, cristal, etc. Segun afirma
Correa, (2002] los moldes de goma son los mejores ya que se pueden utilizar con mayor

frecuencia.

e) CURADO O ENDURECIDO. Cada ejemplar se removio a los recipientes de impregnacion
para permitir el secado y para eliminar el exceso de resina (FOTO 14).

La resina es liquida y viscosa, por lo que se precisa endurecerla por medio de la inmersion
del ejemplar en acetona y catalizador, es decir, se introdujeron en Acetona/acelerador al
10% durante uno a diez minutos dependiendo del tamafo del organismo y de la

temperatura ambiente(Ir al anexo
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El catalizador (Ver Anexo 2 N, e 5:‘;:. ow ',: '"~.
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cetona, es liquido pero se volatiliza 'y o W f'\. '.\.., W

con aire ambiental sobre la superficie
del especimen (FOTO 14).

Se limpia la superficie y se efectian

L

oy

S U i
LY "

ajustes cosmeéticos por medio de un
rociado de esmalte acrilico
transparente (Gersenowies y
Gonzalez, 1993).
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V.6 Técnica histoldgica. FOTO 14. Mus musculus en proceso de plastinado
y curacion.

(Técnica 5, Anexo 3)

Con el fin de determinar la
clase de tejidos residuales que
subsisten al finalizar la digestion
alcalina de KOH utilizada en la
transparentacion, se tomdé 1 cm?® de
tejido residual muscular de perro,
conejo y ratén, que sirvieron de
modelo para el desarrollo de este
trabajo (Ver Anexo 2, Seccion
2.2.2), los cuales se incluyeron en

parafina (Ver Anexo 3, Seccion

3.1.3), para realizar cortes de 5u

_ ) _ FOTO 15. Preparacion histologica tejido residual
en microtomo. Segun sugiere muscular de ratén (red colagena).

Luna (1968] se llevd a cabo una

tincion hematoxilina-eosina (H y E) de Los cortes se realizaron después del paso de los
organismos por el tren de glicerina de la diafanizacion. Se efectu6 entonces el montaje de

laminillas y la observacion, asi como la toma de impresiones fotograficas en el microscopio

Carl Zeiss bifocal compuesto (FOTO 15).
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VI.- RESULTADOS

a) FIJACION. Con relacion a la accién del formol sobre tejidos orgénicos fijados, de diversos
mamiferos, que permanecieron sometidos a temperatura variable a lo largo del trabajo

efectuado durante diferentes estaciones del afio como lo muestran las fotografias 16, 17 y
18:

FOTOS 16 v 17. Ratones Mus musculus fiilados en formol

FOTO 18 Murciélagoe Mormoops
megalophyla. Fijacion en formol.

No presentaron contaminacion fangica ni signos de putrefaccion a pesar de que el

agua circundante de algunos ejemplares presento desarrollo de hongos.
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Cuando hubo ejemplares de mayor tamafo o su musculatura fue méas abundante,

fue necesario aplicar piquetes con una aguja en diferentes lugares para facilitar la
penetracion del tinte y la transparentacion de los tejidos, asi se facilitaron las siguientes
etapas y se pudieron apreciar mejor los detalles estructurales, como en el Mus musculus,
(FOTO 19) donde son notorios el craneo (C), vértebras dorsales (VD), lumbares(VL] y
coccigeas o caudales [VCo), (columna vertebral), cintura pélvica(CP), costillas (Co), tibio-
fibula (T-F), radio-ulna (R-U), humero (H], parte de la cintura escapular [CE), escapula (E)

fémur (F E), metacarpales (M), carpos (Ca), metatarsales (Mt).

FOTO 19
Raton Mus musculus en glicerina al 80%. A pesar de su musculatura
relativamente abundante, la penetracion del tinte fue adecuado, lo que permite

una mejor vision de las estructuras oOseas, durante el proceso de
transparentacion.
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b) USO DE SOLUCION DE ROJO DE ALIZARINA “S” AL 1% PARA TENIDO. En la tincién con

rojo de alizarina, la existencia del color, facilita el estudio experimental, lo que se percibe

claramente, al resaltar en rojo el tejido dseo.

FOTO 20

Mormoops megalophyla en solucion de Alizarina 1% + KOH 4%. La accion de la
digestion alcalina se efectia sobre la musculatura en general mientras se
visualiza la tincion 6sea, sobre todo en miembros superiores e inferiores.

Las mejores preparaciones de aclarado de individuos de pequefio y mediano tamano
correspondieron a ejemplares frescos que habian sido previamente fijados en formol por lo
menos durante 15 dias. Los tejidos se ponian suaves en las primeras etapas del proceso
de transparentacion, sin embargo los organismos cuya fijacién habia tardado mucho
tiempo, como en el caso de los murciélagos (hasta 10 afos), variaban mucho en los
procesos de cada una de las etapas de la transparentacion, independientemente de haber

estado almacenados en el mismo recipiente o tratarse de la misma especie.
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Al depositar los ejemplares en KOH vy Alizarina durante el tiempo de

transparentacion, las primeras capas musculares se volvieron traslicidas, como se
muestra en las fotografias 19, 20 y 21. Se presenta entonces una tincion 6sea que va

desde rojo a rojo intenso.

FOTO21A FOTO21B

FOTOS 21 A,B yC Borregos
Ovis aries

21 A. Inmersos en Alizarina “5"1%

y KOH 4%.
21 B. Alizarina KOH 4%
(Continuacion de la digestion
alcalina).

21 C. Glicerina al 20% (Primer
cambio del tren de glicerina)

FOTO21C

Cuando se requiere guardar ejemplares por tiempo prolongado, antes del proceso
de aclarado, no se deben almacenar tejidos en alcohol ya que es perjudicial, pues
incrementa su fragilidad.
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FOTO 22

Para evitar mayor deterioro en los
tejidos de estos organismos, se
disminuyd la concentracion del
hidréxido de potasio de 4% a 2%.
Su fijacion original, fue a base de
alcohal etilico durante 10 anos.

c) ALGUNAS OPCIONES Se observd que si se tifien los huesos de ejemplares delicados
tales como fetos, no soportan mucho tiempo sumergidos en hidréoxido de potasio. Por lo
gue fue necesario reducir la concentracion de la solucion de KOH al 2% y anadir un poco
de glicerina pura a la solucién como recomienda Hollister (1934), con lo que resulta menos
drastica la digestion de los musculos, donde se produce precipitacion proteica. El aspecto

de los ejemplares se puede distinguir en las siguientes imagenes.

VO

VL

VCo

cP
FE
TF

CP
FE

T-F

FOTO 24. ajamplar da borrago Svis aaumor 3z an glicaring al 5074
FOTO 23 Adormoogos megeiophy® inmarso an cuyos tajidos fuaron pratagidos praviemaenta al bajr B concantracion
glicarina al 4f4 sin protaccion previa con glicaring. da B solucidn da hidréxido da potasio y afladir un poco da glicaring
pura.

En esta etapa, los musculos del feto del borrego, comienzan a hacerse
transparentes dejando ver el créaneo (C), vertebras cervicales (VC), dorsales (VD], lumbares
(VL) y coccigeas o caudales (VCo), (columna vertebral), cintura pélvica (CP), costillas (Co],
tibio-fibula (T-F), radio-ulna [R-U), humero (H), parte de la cintura escapular [CE), fémur (FE),
metacarpales (M) y metatarsales (Mt) (FOTO 26).
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Mientras tanto, se observa que en la diafanizacion del murciélago, el cual se

encuentra en una etapa anterior del aclarado, y por sus propias caracteristicas corporales,
de mayor masa muscular en el tronco, no permite distinguir al esqueleto completo (FOTO
23).

Durante algunas fases de la tincion, la luz solar fue un agente importante en la
fijacion del color, ya que esta ocurri6 con mayor rapidez en los tejidos de algunos
organismos. Muchas veces cuando los ejemplares alcanzaban la diafanizacion, un periodo
prolongado de dias poco soleados afectaban los proceso de pigmentacion, En ausencia de
los rayos del sol, el tratamiento era aplazado, a veces con dafio a los ejemplares o
simplemente con detrimento en las caracteristicas del tono o el color, esto es notorio en
las fotos 21 A, B,y Cy 25.

FOTO 25

Canis familiaris y Owvis
ammon aries. Notese la
diferencia de color y tono, a
pesar de tener el mismo
tiempo de preparacion e
inmersion en las sustancias
de tincién y aclaracion asi
como de fijacion.

El tiempo de reaccion cada una de las sustancias usadas en la tincion varié de acuerdo con
el tamano del organismo y/ o su etapa de desarrollo, baste con observar la diferencia en el
tono y color que tomaron los huesos de los fetos de perro y de borrego (FOTO 27), por
tratarse de dimensiones distintas aunque ambos se encuentren en etapa fetal, sus tejidos
son delicados pero resistentes y el grado de osificacién en el espécimen puede deberse a

una diferencia en el desarrollo de cada individuo.

28
Aurora Minerva Kirwan Alcantara



oy Combinacion de la Transparentacion y la Plastinacion en Mamiferos |||

d) LA ACCION DEL TINTE DE ALIZARINA SOBRE EL HUESO. Las sales de calcio absorben

alizarina de acuerdo con la acumulacién de minerales en el proceso de osificacion del

organismo y su etapa de desarrollo.

En la fotografia numero 29, aparece el murcielago Mormoops megalophyla, de cuyo
esqueleto pueden distinguirse el craneo (C). escapula (E]), himero (H), radio (R), costillas
(Co) columna vertebral (CV], isquidn (I}, cauda o cola (Ca), fémur(F)tibia(T), y dedos de
miembros superior e inferior (D) . En las fotografias 26 y 27 se aprecian solo algunos de
los componentes del esqueleto y pero se distinguen mejor algunas otras estructuras

anatomicas, pues la diafanizacién no se ha completado.

AOTO 26 FHossgofsgs 50 cuyas mambranas
de b= abs vy 8l uropatagio, son notoriamants FOTO 27 Adormoops megaigpids, B tincion
gvidantas. parmite var cada una da Bs astructuras dsaas.

FOTO 28 Los organismos sa ancontratan an B atapa da
inmarsidn an glicarina al 5%
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El analisis del hueso en vertebrados, muestra que su mayor constituyente es el
fosfato de calcio con una pequefa cantidad de carbonato de calcio.  Estos factores
muestran cierta relacion concerniente a la afinidad quimica entre la alizarina y el fosfato de

calcio del hueso. (Hollister, 1934).

e) COMPONENTES OSEQS. Existe una aparente insuficiencia en sales de fosfato de calcio
para absorber alizarina en ciertas partes del cuerpo de algunos organismos. Algunas
estructuras Oseas no se tifien, como los dientes de los mamiferos en general, y
particularmente los de los ratones, debido a que los cristales de su esmalte no tienen
iones de calcio libres ya que su constitucion por renovacién permanente, no es igual y
forma una estructura cristalografica con diferentes minerales que en el resto del
esqueleto, Granados (1989) reporta que los incisivos de organismos del orden Rodentia,
incluyendo la familia Muridae, [modelos usados en este trabajo), sufren desgaste y
crecimiento continuos durante toda la vida del animal. Histolégicamente su dentina, esta
formada por dos capas, y tiene como base una capa externa o estrato fibroso con un
pigmento amarillo mds o menos intenso cuya composicion quimica tiene importante
contenido en hierro para aumentar la dureza y resistencia del esmalte, con el fin de
soportar el desgaste mecanico y quimico, Ello nos indica entonces, que la formacion
mineral de sus dientes, no coincide con el contenido de las demas piezas del esqueleto, que
tienen una forma cristalografica con mayor cantidad de sales de fosfato de calcio por lo que

su afinidad con el tinte se ve afectada con la tincion caracteristica de rojo (FOTOS 29 y 30).

FOTO 289. Detalle de los dientes de FOTO 30. De frente. Notese el
Mus musculus de perfil. color amarillo naranja de las
piezas dentales.
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La deshidratacion de los tejidos por medio de alcohol isopropilico y acetona los volvid

opacos (FOTO 31y 32), en esta etapa el esqueleto es apenas visible, pues el tejido conectivo
gue formaba parte de su musculatura, ahora los cubre. Su apariencia se torna hialina y

pierde sus caracteristicas diafanas.

FOTO 31. Ovis armmon aries FOTO 32.Mus musculus.
Ambos en acetona al 100%. Sus huesos son apenas visibles pero su tejido conectivo, y
parte de su anterior michistoestructura, tiene ahora una apariencia de membrana

hialina

Esta apariencia se obtiene al remover la glicerina que tiene el mismo indice de refraccion
gue los restos del tejido muscular de los organismos, es evidente como la solucion va
preparando las estructuras para los futuros cambios de impregnacion de las sustancias
resinosas por medio de las soluciones de alcohol isopropilico, alcohol-acetona y acetona
pura, por ejemplo en la FOTO 34, se aprecia que los tejidos fetales del borrego adquirieron

cierta fragilidad a lo largo del proceso, mientras que en el raton, por ser tejidos de un

organismo adulto, no se vieron

afectados de igual forma.
FOTO 33
El tejido se En las fotografias 36 y 37 en
encuentra en cambio, podemos observar como
buenas L
condiciones con la plastinacion vuelve a
antes del tornarse transparente lo que
proceso de _
impregnacion anteriormente fue mduasculo, vy
con resinas s6lo quedo tejido conectivo.
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f) EOEMPLARES PLASTINADQGS. El espécimen conserva su volumen y forma naturales y sus

huesos vuelven a advertirse pues vuelven a tornarse transparentes, lo que podemos
atribuir a que la resina posee un indice de refraccion semejante a la glicerina y a los tejidos

residuales.

La deshidratacion del espécimen y al mismo tiempo su inmersidon en sustancias
miscibles con resina, para preparar su afinidad a la impregnacion con polimeros plasticos,

permitié la remocion de la glicerina.

FOTOS 34 y 35.

La Plastinacion
efectuada después de
transparentar a los
organismos, permitio el

moldeado de figuras

anatémicas,
completamente
manejables, donde se
observan hasta las mas
finas estructuras como
podemos notar en el detalle
de los esqueletos de los

ejemplares,
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g) EN EL ESTUDIO HISTOLOGICO, En las laminillas se observaron fibras de tropocolédgena, y
protropocolagena, resultado de la digestion alcalina que actla sobre las fibras de colagena,
desconformando su refraccion al microscopio, la colagena puede tenirse de rosa (R] con el
metodo estandar de hematoxilina y eosina (FOTO 35). Cuando la digestion alcanzo a ser
parcial en algunas partes, también quedaron restos de paquetes musculares, los cuales
aparecen de color azul (Az). Algunas otras estructuras, pertenecientes al endomicio y parte
de las fascias de los haces musculares, aparecen en forma de red, pero vacias, incluso se
tuvieron que observar al microscopio en contraste de fases (de PH1 hasta PH4) por medio
de iluminacion Koehler (se observan rojo por dentro y azul por fuera (FOTO 36) como se
puede observar en las siguientes fotografias. |gualmente se observaron algunos restos de
vascularizacion [FOTO 39), donde se aprecia un pequefo vaso sanguineo (Vs] que
probablemente se debe a estructuras no digeridas en el proceso (Bergman, 1998; Boya.
1998).

FOTO 35. Redes de colagena de
Raton.

FOTO 36, Contraste de fases de tgjido
conectivo de perro.
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FOTO 37. Fibras de colagena de perro

FOTO 38. Fibras de coldaena de Borreao.
(Vs)

FOTO 39. Red aglomerada de coldgena de perro.
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VIII.- CONCLUSIONES

Para el estudio de la anatomia de mamiferos, una aportacion de este estudio fue la
combinacion de dos técnicas, la transparentacion y plastinacion, dando como

resultado lo que aqui hemos denominado como diafaniplastinacién.

En el proceso de diafaniplastinacion, la temperatura en general, y en particular la
temperatura ambiental, tienen una relacion directamente proporcional con la
velocidad de las reacciones en cada uno de los procesos llevados a cabo en la

Diafaniplastinacion.

Aungue la técnica se desarrollé con organismos de tallas pequenas y hasta 1 Kg de
peso, tiene potencial para organismos de talla pequefa, tiene potencial para

organismos de tallas y peso mayores.

El reemplazo de fluidos en el tejido resultante fue lento, debido a la considerable
viscosidad de la resina. Esto a pesar de considerarse que la resina poliéster es de

baja viscosidad en comparacion con otras.

Las resinas poliéster presentaron la ventaja de 6ptima transparencia por su amplio

indice de refraccion.

Consideramos que la diafaniplastinacion podria contribuir con la investigacion en el
area morfofisiologica, ya que permite resolver problemas de conservacion, y evitan
el empleo de productos que necesitan renovarse y provocan en los usuarios, serios

problemas de salud, previstos en las leyes de proteccion e higiene laboral.

Los modelos después de la diafaniplastinacion, son inodoros, durables, no toxicos,

manipulables, practicos y sobre todo Utiles.

La potencialidad de la diafaniplastinacion en laboratorios para la ensefianza de la
zoologia, taxidermia y otros, ademas de su aprovechamiento en museografia y

demostraciones anatémicas de arte, se espera que sea amplia y pueda ser de gran
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utilidad en areas de Anatomia patologica y en centros de ensefianza primaria,

secundaria, media superior y sobre todo de estudios superiores y universitarios.

Otro probable empleo es en modelos de estudio osteolégico de muchos tipos de

vertebrados no ilustrados aqui.

La practica del experimentador y el juicio de buen calculo y lo artesanal de las
técnicas en laboratorio son elementales pues es con base en ellas que la intuicion
del investigador pueda tener exito. A falta de ello, la guia de alguien con suficiente
experiencia es trascendental, pues los tiempos de las técnicas pueden verse

afectados por las mas diversas variables, modificando los resultados esperados.
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IX.- RECOMENDACIONES

Con respecto a la durabilidad de que se hace gala en la descripcion de los organismos
resultantes en este trabajo, se recomienda la realizacion de posteriores estudios de
resistencia de materiales, en los cuales se haga pasar por el manejo de estudiantes de
diferentes medios y edades viables, para medir el tiempo de duracion de los modelos al

estar sujetos a la constante manipulacion.

Asi mismo se recomienda efectuar nuevas investigaciones para probar el potencial de uso
en diferentes vertebrados y un margen amplio de tamanos, con pruebas de sustitucion de
diferentes hidroxidos para comparar la digestion alcalina y el tiempo requerido para la
misma, ademas de mayor calidad de tejidos resultantes y mejores propiedades épticas, sin

gue por ello se tenga que incurrir en gastos onerosos o equipo sofisticado.

El modelo resultante puede conservarse a la intemperie, debido a que la propia
polimerizacion de la resina y la posterior cubierta protectora del esmalte acrilico, evita la
contaminacion por agentes microbiolégicos, especialmente por hongos, y adquiere las

caracteristicas de una pieza anatdmica embalsamada.

Una vez extraida la pieza del recipiente conviene mantenerla en bolsa de polietileno
mientras no sea objeto de trabajo. Si con el tiempo o frecuencia de uso se observase el
deterioro de su aspecto, como consecuencia del depdsito de diferentes tipos de residuos,
este podra ser renovado con una limpieza sencilla, con pafo seco de preferencia, y si se
utilizase algun liquido, se recomienda el alcohol de 96° (etanol) o acetona pura aplicada con
cuidado con una estopa y afadiendo una nueva capa de esmalte acrilico. Se recomienda
gue una vez al afo se de mantenimiento, 0 antes si su uso es muy continuo o pesado, tras

el lavado del recipiente y eliminacion de residuos organicos depositados en el fondo.

En los periodos en los que no se esté estudiando el ejemplar, conviene preservarlo de la
desecacion excesiva y el polvo, introduciéndolo en una cubierta de cristal, bolsa de
polietileno o recipiente adecuado a su tamano y forma, de preferencia rigido para que no
suceda que accidentalmente, se le recargue algun peso excesivo, y se pueda fracturar,

aunque el ejemplar guarda cierta resistencia.
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CARACTERISTICAS DE LOS ORGANISMOS

Tabla 1. Caracteristicas de los Murciélagos

NUMERO | CANTIDAD de | LUGAR de COLECTA | FAMILIA'Y ESPECIE
DEL ORGANISMQS *
FRASCO
FRASCO NO. 1 1 Hembra Guerrero Phyllostomidae
FRASCO NO. 2 2 Adultos Oaxaca Phyllostomidae
Carollia perspicillata
4 Adultos Oaxaca Fam. Phyllostomidae
Sturnira lilium
FRASCO NQO. 3 4 Adultos Oaxaca Phyllostomidae
FRASCO NO. 4 | 1 Adulto - 1 cria Catemaco Veracruz Molossidae
Molossus rufus
FRASCO NOQ. 5 2 Adultos Oaxaca Phyllostomidae
Artibeus jamaicensis
FRASCO NO. 6 4 Adultos Oaxaca Phyllostomidae
Carollia brevicauda
FRASCO NO. 7 1 Adulto Hidalgo, Nte. De Phyllostomidae
Atotonilco. Munic. Plan
Colorado
FRASCO NQO. 8 84 Adultos Guerrero, Gro. Colotlipa, Mormoopidae
FRASCO NQO. 9 Grutas de Juxtlahuaca Mormoops megalophylla
FRASCO No 10 | 4 Adultos - 1 cria | Guerrero, Gro. Colotlipa, Mormoopidae
Grutas de Juxtlahuaca Pteronotus parnelly
FRASCO No 11 23 Adultos Guerrero, Gro. Colotlipa, Phyllostomidae
Grutas de Juxtlahuaca Glossophaga sp

* (Medellin, Arita y Sadnchez. 1997; Coates-Estrada y Estrada, 1986)
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Tabla No. 3. Caracteristicas de los organismos

NUMERQO DEL | CANTIDAD de LUGAR de FAMILIA'Y ESPECIE
RECIPIENTE | ORGANISMOS COLECTA *
1 10 Criados en el bioterio Fam. Muridae
Mus musculus
2 3 DONACION Fam. Bovidae
Ovis ammon aries
3 2 DONACION Fam. Canidae
Cannis domesticus
q 1 DONACION Fam. Felidae
Felis catus
5 9 Adultos 2 crias | Criados en el bioterio Fam. Muridae
Peromyscus leucopus

o [Getty, 1996)

TAXONOMIA
Nombre comin Carnero en adultos,
cordero o borrego la cria
Reino Animalia
Subreino Eumetazoa
Rama Bilateria
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Clase Mammalia

Subclase Eutheria
Orden Artiodactila
Suborden  Rumiantes
Familia Bovidae
Subfamilia Bovinae
Género  Qvis
Especie Ovis ammon aries (Goldman, 1937)

( Nowak, y Paradiso, 1983; Ewer, 1998])
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Nombre comun Ratdn domeéstico

Orden Rodentia
Suborden Sciurognathi
Familia  Muridae
Subfamilia Sigmodontinae
Género Peromyscus
Especie Peromyscus leucopus (Rafinesque, 1818)

(Nowak, y Paradiso, 1983; Ewer, 1998]

Género Mus (Linnaeus, 1758]
Especie Mus musculus

(Nowak, y Paradiso, 1983; Ewer, 1998]
Nombre comun  Murciélagos

Orden Chiroptera
Familia Mormoopidae
Género Mormoops
Especie Mormoops megalophylla [Peters, 1864

( Medellin, Arita y Sanchez. 1997; Coates-Estrada y Estrada, 1986; Tuttle, 1997; Alvarez-
Castarneda y Patton, 1999]

Geénero Pteronotus
Especie Pteronotus parnelli (Gray, 1843)

(Medellin, Arita y Sanchez. 1997; Coates-Estrada y Estrada, 1986; Tuttle, 1997; Alvarez-
Castarfeda y Patton, 1999]

Familia Phyllostomidae
Subfamilia Phyllostominae
Tribu  Glossophagini
Género Glossophaga
Especie Glossophaga soricina (Pallas, 1766)

(Medellin, Arita y Sdnchez. 1997; Coates-Estrada y Estrada, 1986; Tuttle, 1997)

Tribu Stenodermatini
Género Caraollia
Especie Carollia Brevicauda (Schinz, 1821)

(Medellin, Arita y Sdnchez. 1997; Coates-Estrada y Estrada, 1986; Tuttle, 1997)
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Género Carollia
Especie Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758]

( Medellin, Arita y Sanchez. 1997; Coates-Estrada y Estrada, 1986; Tuttle, 1997)

Género  Sturnira )
Especie Sturnira lilium (E. Geoffroy St.-Hilaire, 1810]

(Medellin, Arita y Sanchez. 1997; Coates-Estrada y Estrada, 1986; Tuttle, 1997)

Familia Molossidae
Subfamilia Molossinae
Género Molossus
Especie Molossus rufus (E Geoffroy St.-Hilairee, 1805).

(Medellin, Arita y Sdnchez. 1997; Coates-Estrada y Estrada, 1986; Tuttle, 1997)
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ANEXO NOQO. 2

Tabla 3. Relacion de los principales fijadores Anatomia Patolégica y sus principales
propiedades y usos (Del suplemento No. 2 de Conecta IAAN-4826)

Fijador

Formol

Formol-Zinc
(Formol+Sulfato
de Zn)

Etanol
70-90% Etanol +
Agua.

Etanol-Acetona
90% Etanol +
10% acetona al

19%.

Acetona

Bouin
Mezcla de Formol
puro y dcido
picrico al 1,2%

B-5
(Formol, Cloruro
de mercurio y
acetato sodico)

Glutaraldehido

Mecanismo de
fijacion

Reticulacién
proteica

Reticulacién
proteica.

Deshidratacion.

Deshidratacion

Reticulacién
proteica

Reticulacién
proteica

Reticulacién
proteica

Reticulacién
proteica.

Tiempo

recomendado

Muestras

pequedias: 6-

10 horas.
Muestras

grandes: 10-

24 horas

Un minimo de

4-6 horas.

Minimo 10
minutos.

10-15
minutos.

10 minutos.

1-12 horas

1-4 horas.

2 horas

Aconsejado
para

Cualquier tejido

Cualquier
tejido.

Citologia.
Criofijacién.

Citologia.
Criofijacion.

Citologia.

Piel, 6rganos
endocrinos,
testiculo, tejidos
embrionarios.

Tejido linfoide.

Microscopia
electrénica

Propiedades

Penetracion alta.
Econémico.
No endurece

excesivamente.
No retrae
excesivamente.

Fija a mayor
velocidad.
Preserva mejor la
morfologia.

Penetrancia elevada.
Fijacién muy répida.
Microbicida y
conservante.

Es un fijador rpido.

Buen fijador en

extensiones celulares.

Répido.

Fijacién muy répida.

Incrementa el detalle
citolégico.

Preserva muy bien la
morfologia.
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Inconvenientes

Irritante.
Fija lentamente.

Irritante.

No comercializado;

debe prepararse.

Fija mal la
cromatina.
Endurece y retrae
los tejidos.
Impide una buena
tincion.

Endurece
excesivamente el
tejido.
Impide una buena
coloracion.

Retrae y endurece
los tejidos.

Mal fijador de
lipidos.
Una exposicion
excesiva destruye
los tejidos.

Endurece los tejidos.

Baja penetrancia.

Baja penetrancia.
Retrae y endurece
los tejidos.
Altamente téxico.
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2.1.1 Acido tanico. Efectivamente, el tanino que contiene el vino tinto tiene

propiedades surfactantes, es decir, tiene una accion similar a la del jabon o los detergentes.
Sus moléculas poseen una parte hidrocarbonada [hidréfobo) y una parte polar (hidrofilica)
soluble en agua. Asi la parte polar del acido tanico se disuelve en la saliva, mientras que la
parte no-polar, hidréfobo, se disuelve en la pelicula de grasa que cubre la cavidad bucal,
particularmente en la que cubre las papilas gustativas en la superficie de la lengua
(Glories,1978].

2.1.2 Formol. Se obtiene por oxidacion del metanal, usando plata u 6xidos metéalicos

(hierro y molibdeno) como catalizadores. Ademas las emisiones que resultan de su
fabricacion y uso, el formaldehido es liberado a la atmadsfera por combustion incompleta y

por la descomposicion fotoquimica de sustancias traza organicas.

En seres humanos y mamiferos, irrita intensamente las mucosas, la conjuntiva, la piel y las
vias respiratorias superiores. Disuelto en agua es un toxico protoplasmatico con efecto
caustico y desnaturalizador de la albimina concluyendo que en elevadas concentraciones y
periodos de exposicion prolongados, es capaz de inducir carcinoma escamoso en la
mucosa nasal de ratas, alertando al mismo tiempo del posible riesgo que podria
representar para la salud humana. Su propiedad de alterar las proteinas tisulares, como

contrapunto, también tiene desventajas:

e Rigidez de estructuras que en la diseccion anatdmica el docente y el investigador se han
propuesto evitar para prevenir alteraciones en el manejo de ejemplares y en los

resultados del estudio a realizar.

e Riesgos sobre la salud, sus propiedades fisicoquimicas lo convierten en un gas incoloro
y soluble en agua, cuya emision a la atmosfera afecta no sélo a las personas que
manipulan el producto sino también a todo el personal presente en las instalaciones,

determinando:

e Irritacién sobre la mucosa ocular los vapores, las salpicaduras pueden causar

guemaduras corneales graves.
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e Irritacion de la mucosa nasal y el tracto respiratorio superior, derivando en asma,

bronquitis e incluso edema de pulmén y muerte, si las concentraciones son muy

elevadas y el tiempo de exposicion prolongado.

También es irritante de los tejidos cutaneos; asi, el contacto repetido con los tegumentos
da lugar a eczemas y a veces, verdaderas Ulceras y alteraciones inguinales, pudiendo
motivar cuadros de sensibilizacion y dermatitis de tipo alérgico (Lillie, 1965; Gestal, 1993;
Arréez, 1997).

2.1.2.1 Degradacion y productos de descomposicion del formol

Reacciona con el agua formando polimetilenos, con HCI forma bis-clorometil éter, que es
altamente carcinégeno y cataliza aminas secundarias, formando compuestos N-

nitrosos,/ nitrosaminas, que también son carcinégenos (Moore, 1988])

Se tampona a pH 7,0, con buffer de fosfato, por lo que carece de las propiedades nocivas
del formol concentrado, asegurando reaccion neutra y ausencia de acidez, ademas de
disminuir notablemente las propiedades carcinégenas e irritantes de formol concentrado
(37%p,/ p) no tamponado (Ballenger, 1985). Las propiedades del HCHO en los procesos de
preservacion de los tejidos se descubrieron en 1893. No obstante, en ese momento se
desconocia su alto potencial toxico (Perkins et al., 1986). La agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC) determiné por medio de evidencias de tipo humano 'y
animal, en la exposicion al HCHO a concentraciones entre 0.1-5 ppm, se producen
manifestaciones de sensacion quemante y de lagrimeo ocular y desde irritacion hasta darno
permanente en 0jos y garganta cuando se salpica con una solucién acuosa del compuesto.
Con 10 ppm [concentracion peligrosa) se produce sensacion de asfixia y a 50 ppm causa
danos severos (Clark, 1983).

2.1.3 ALGUNOS EFECTOS DE LA FIJACION

Con la finalidad de prevenir que los tejidos y con ellos, las células se prepararan
adecuadamente para el proceso de fijacion, es Util conocer, la velocidad de penetracion de
un fijador, el grado de endurecimiento que provoca en los tejidos, o el nivel potencial de

deformacion y contraccion de los fijadores a emplear (Moret, 1990).
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Velocidad de penetracion y velocidad de fijacidn.- Se pretende que al

determinar la dimension y caracteristicas de las piezas a fijar se debera tomar en cuenta
las distintas velocidades a las cuales penetran las soluciones quimicas en el interior de los
tejidos. Segun las leyes de la difusion, la velocidad de penetracion disminuye
progresivamente a partir del momento en que se sumerge la pieza en el fijador. La
velocidad de penetracion es un fenémeno fisico, mientras que la velocidad de fijacién es un
fendmeno quimico que corresponde al tiempo que se requiere para la precipitacion o
insolubilizacion de los constituyentes celulares. El tiempo que debe durar la fijacion esta en

funcion de su velocidad.

Coeficiente de penetracion

1.- Solucion acuosa de acido picrico al 0.75% 41
2.- Solucién acuosa de tetrdxido de osmio al 2% 71
3.- Solucién acuosa de acido créomico al 1% .83
4 - Solucion acuosa de sublimado saturada 92

5.- Solucién acuosa de formol al 4% 1.
B.- Solucion acuosa de alcohol etilico 96% 1.
7 .- Solucién acuosa de acido acético al 5% 1.
8.- Solucion acuosa de bicromato potasico al 3% 1.

ah~h-1n

(Martoja y Martoja, 1970])

2.2 TINCION

En la interpretacion y el resultado final del trabajo de investigacion, donde es necesario
complementar con un estudio morfolégico y anatémico con el microscopio, los colorantes
son los encargados de proporcionar a las estructuras un contraste suficiente para poder
diferenciarlos siendo de gran utilidad en la reconstruccion espacial delas buenas imagenes
citolégicas y por lo tanto histolégicas como la imperiosa calidad requerida en este trabajo
dirigido especialmente a las diferentes variantes de estudios osteoldgicos, o bien, para la
observacion del tejido residual despuées de la digestion alcalina, para comprender sus
peculiaridades y el resultado generado en este trabajo. Por lo tanto sdlo mencionaremos

los tintes utilizados aqui, y sus principales caracteristicas.

2.2.1 Tinte de Alizarina: 1: 2-dihidroxiantraquinona. Se la encuentra como

glucésido (ac. Ruberitrico] Su nombre es Alizarina S. Sus sinénimos son Alizarine, Carming;
C. I. Mordant. Red 3c.58005. Subpartida: 29/4 Formula condensada C14H7NaQ7S.
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Glucosido de las antraquinonas, sustancias amargas que estimulan la digestion, usadas

contra infecciones en el corazén por estafilococos; contra infecciones por Shigella u otras

bacterias causantes de disenteria (Gibaja, 1998).

Alizarina: Colorante vegetal que antiguamente se extraia de las raices de la granza y que
ahora se produce sintéticamente de antracita. Disuelta en alcohol rinde compuestos
coloridos brillantes cuando hace contacto con 6xidos metalicos. Estos se utilizan con fines
de tenido (Carcedo, 2001).

2.2.2 Tintes Hematoxilina-Eosina: En términos generales, la técnica de HE se

usa en histologia porque permite apreciar detalles estructurales, aunque no evidencia
adecuadamente ciertos componentes como la elastina, fibras reticulares, membranas
basales y lipidos, pero sin embargo aunque no especializada, resulta funcional,
proporcionando informacion detallada acerca de un tejido y sus componentes
extracelulares adyacentes. Los componentes texturales que no se pierden durante dicha
técnica de tincion, son las moléculas grandes que no se disuelven con facilidad, en especial
después de la accion del fijador, sobre los grandes agregados insolubles como proteinas
intracelulares del citoesqueleto y aquellas asociadas con moléculas vecinas similares a
través de enlaces cruzados como las fibras de colégenas ademas de otras. Un
procedimiento adicional que se emplea en conjunto con las tinciones a pH controlado, es la
digestion enzimatica selectiva de sustratos del corte histologico antes de proceder a la

coloracion.

La hematoxilina, aunque no es un colorante basico, posee propiedades tintoriales muy
semejantes a las delas anilinas basicas [con una o mas cargas positivas en su porcion
coloreada) y el término basofilia, por las caracteristicas del tejido que reacciona con dichos
colorantes, se utiliza para relacionarlos, mientras que la eosina es un colorante écido y
sus propiedades tintoriales, como en toda accion de las anilinas acidas, lleva una carga

negativa en la porcion coloreada de la molécula.

(Robinson y Fayer, 1991)
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2.3 RESINAS

En forma genérica las resinas son sustancias solidas o pseudosodlidas pertenecientes a la
guimica orgénica que se incluyen dentro de los materiales poliméricos y frecuentemente
son de elevado peso molecular y da productos plasticos, por su procedencia se pueden
clasificar en resinas naturales o de origen vegetal y raramente de origen animal, resinas
artificiales procedentes de la modificacion quimica de acidos grasos, resinas naturales o
sustancias macromoleculares y por ultimo resinas sintéticas que proceden de reacciones

guimicas controladas. La elegida para el presente trabajo fue la resina poliester (Granados,
1989).

Pertenecen a las resinas sintéticas termoestables, llamadas también durémeros, o
duroplastos, las cuales son materiales poliméricos que son curables mediante la accion de
calor o endurecedores apropiados. En este trabajo se uso el catalizador especifico llamado

Peroxido de metil-etil-cetona(lr a curado o endurecido, Anexo 3 técnica 4.2).

2.4 CATALIZADORES

Agentes de reticulacion son productos quimicos tales como catalizadores o endurecedores
gue se anaden en algunos casos a las resinas termoendurecibles, en el momento de su
utilizacién, para iniciar la reticulacion de la misma; este proceso puede favorecerse
mediante tratamientos térmicos, fotoquimicos o quimicos mediante el empleo de
aceleradores para favorecer la accion del catalizador. También se pueden utilizar
inhibidores para retardar la reticulacion que puede tener lugar durante el almacenamiento

de la resina.

2.4.1 CATALIZADOR ESPECIFICO.
El catalizador utilizado en este estudio fue el: PEROXIDO DE METILETIL-CETONA- Es un

peroxido organico.
(solucion de aproximadamente 50%)
Utilizacion Fabricacion de poliésteres y resinas acrilicas.

Peligros Liquido combustible. Alto riesgo de incendio y explosion. Fuerte agente

oxidante. Se _descompone lentamente a temperatura ambiente, répidamente si esta
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contaminado. Se puede producir una violenta ignicion si se mezcla con materiales

faciimente oxidables o aceleradores, o bien si se calienta. Los incendios son dificiles de
extinguir, ya que el peroxido de metil etil cetona contiene oxigeno. Toxico, fuertemente

irritante a la piel, los ojos y otros tejidos del cuerpo humano.

Caracteristicas Formula: C8H 16 04 . Temperatura descomposicion

. . autoacelerada: aproximadamente 60°C
Otro nombre producto: peroxido de etil

metil cetona Punto fusién: Por debajo de -10°2C

Estado fisico: liquido incoloro diluido en Peso especificolagua=1): 1,1

ftalato de dimetilo u otros disolventes o -
Miscible con: casi insoluble en agua

Punto de inflamacion: 50 a 95°C
Toxicidad/valor limite umbral: 0,2 ppm

Reacciones quimicas: se descompone lentamente a temperatura ambiente, sobre todo si
esta contaminado, desprendiendo oxigeno. Se descompone cataliticamente por la accion
de metales como acero dulce, cobre, cromo y plomo. Puede inflamarse en contacto con

naftenato de cobalto.

Solucién del 50% o menos presencia de oxigeno > 10% ; Solucién del 60% o menos

presencia de oxigeno 3/4 10%
Numero ONU: 2563 2550 2127 Catélogo CEA: G1 B Ex

(Autor Anénimo. 2000)
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ANEXO NO. 3

3.1TECNICAS.

3.1.1.- TECNICA DE FIJACION CON FORMOL SEGUN EL INDICE
DE MERCK

La solucion de formaldehido, aproximadamente 40% de gas formaldehido en agua, el cual
se neutraliza con un buffer para evitar los llamados “artefactos” de la fijaciéon, y algunos de

sus posibles dafos en los usuarios.

Debido a su oxidacién con el acido férmico, no debe permanecer en contacto con los
cromatos a efecto de contrarrestar el efecto del &cido férmico, se puede bufferear con

fosfato de sodio monobasico y dibasico.

Las reacciones del formol con las proteinas de los tejidos son numerosos y complejos, pero
de hecho se acepta que no precipitan proteinas y s6lo precipitan ligeramente los otros

constituyentes celulares.

La formalina ni preserva ni destruye grasa, y es buena con los lipidos complejos pero no

genera efectos sobre grasas neutrales.

El formol no es fijador de carbohidratos, preserva las proteinas, las cuales a su vez,

retienen glicogeno, por lo que no se disuelven faciimente.

Solucién de formol buffereado o neutralizado

FOPMIOL 81 B7Y074070...cooeeeise et 100 ml
AGQUA ESETIIAUA. ...t 900 ml
Fosfato de SOdI0 MONODESICO.......c.orie st nesees 0.4 gm
Fosfato de sodio diDESICO [ANNIAPD] ...t 6.5 gm

(Moret, 1990]
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3.1.2.- TRANSPARENTACION:

La transparentacion consta basicamente de dos fases: Tincion y diafanizacion.

1) TincION

La alizarina tife las sales de calcio color rojo, pero también puede tefir otras sustancias.
Los oxalatos de calcio pueden demostrarse por su refringencia bajo luz polarizada.
(Hollister, 1934; Martoja y Martoja, 1970; Gibaja 1998).

I1) DIAFANIZACION.

PREPARACION DE LAS PIEZAS. Se introcen en una solucién de hidréxido de potasio [KOH)
al 4% y Rojo de Alizarina “S” al 0.01%, por un periodo de 20 dias, revisandolos diario para

gue los elementos Gseos se tifan de este color (entre rojo y morado intenso).

(Hollister, 1934)

3.1.2.1 TECNICA GLORIA HOLLISTER--

Segun Hollister, para evitar la alteracion exagerada en los tejidos, se debe incrementar
alcohol al 70% a la solucion de hidroxido de potasio, pero la duracion de su aplicacion no
debe ser larga, o los tejidos 6seos pueden resultar perjudicados por descalcificacion,

aunque en menor grado que con la reaccion del formol sobre los mismos.

La alizarina es soluble en agua y alcohol , y es un tinte acido en una solucion alcalina y es

esencial en tincion osea.

Solucién Saturada de Alizarina:

Acido aCEtICO GIACIAL, Al BOV........eveeeeeeesececsccceeeeeseseesesseesseeesseseees s seessseeee s seesessseeee e Scc
[ TToT<Tal] o T= TSP TTTTT 10 cc
Cristales de Cloro hidratados €N SOIUCION @l 10 ..o reeee e see e eeseseeeneenenes B0 cc

El uso de agua destilada es conveniente y absolutamente necesaria para soluciones de

alizarina.
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La soluciéon ordinaria del tinte de alizarina es:

TINEE B AlIZAININA. ..ottt 1 cc
Hidroxido de potasio @l 1 0 220....nineeseeessessese s sssssssssssssssssssssssesssesssesssesens 1000 cc

(Hollister, 1934).

3.1.2.2 TECNICA GUIDO DINGERKUS Y LOWELL D. UHLER-

Procedimiento.

1 .-Fije material fresco en formalina al 10% por 2 o 3 dias 0 mas. Para especimentes listos

en formalina o alcohol, ignorar el paso 1 e ir directamente al 2.

2.- Lave en varios cambios de agua destilada, por 2 o 3 dias. Desolle y eviscere ejemplares y

escame a los peces.

3.- Ponga directamente en una mezcla de azul de alciano RGN, 80 ml de alcohal etilico al

95% vy 20 ml de acido glacial acetico, durante 24 a 48 horas.
4 - Transfiera a 2 cambios del alcohol etilico, de 2 a 3 horas por cada cambio.

5.- Transfiera a través de soluciones de alcohol etilico al 75%, 40% y 15% de 2 a 3 horas

en cada caso o0 hasta que el ejemplar se hunda.

6.-Haga pasar al ejemplar por agua destilada de 2 a 3 horas o hasta que el especimen baje

y Se sumerja completamente.

7.- Coléquelo en una solucién acuosa saturada y enzimatica de borato de sodio, con agua
destilada de 7 ml y 1 g (aproximadamente 1/4 de cucharadita cafetera) tripsina (4x
pancreatina, bioguimico nutricional). Cambie la solucion cada 2 o 3 dias o0 mas pronto si la
solucién se torna azulosa. Continde hasta que los huesos y cartilagos sean claramente

visibles y la carne no retenga color azul. Puede tomar de 2 a 3 semanas.

8.- Transfiera a KOH acuoso al 0.5%, al cual se haya afiadido suficiente rojo de alizarina “S”
y cuya solucion se haya vuelto purpura profundo. Deje 24 horas, o hasta que los huesos

sean notoriamente rojos.
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9.-Hagalos pasar a través de un tren de KOH-glicerina desde el 5%, por tres series que son
(3:1, 1:1 y 1:3) hasta glicerina pura. Para la primeras dos soluciones KOH-glicerina, se
pueden adicionar de 3 a 4 gotas de agua oxigenada al 3% por cada 100 ml de solucién
para aclarar los pigmentos de especimenes oscuros. Los ejemplares pueden dejarse en el

paso de aclarado por varios dias o hasta que los pigmentos oscuros se remuevan.

10.- Almacenar los ejemplares en glicerina pura a la cual se hayan afadido uno cuantos

cristales de timol, el cual inhibe el crecimiento de mohos y bacterias.

(Dingerkus y Uhler, 1977]

3.1.2.3 TECNICA GOSTONYI.--

El uso de reabsorcion en base a enzimas para llevar a cabo una digestion de tipo alcalino y
asi transparentar pequenos vertebrados por medio de la técnica de tefido de huesos y
tejidos afines con rojo de alizarina se basé en una prueba y mejora de la técnica de Hollister
y de Schultze . Sugiere que los cartilagos se tiflan con azul de alciano en una solucion de
alcohol acido, para provocar una digestion al mismo tiempo que la tincion de dichos
cartilagos por afinidad del tinte con los carbohidratos y mucoproteinas, constituyentes de

los mismos.

(Gostonyi, 1984)

3.1.2.4 TECNICA PARK Y SO0 KIM.-

Como parte de su demostracion de la importancia de la transparentacion y tincion en los
estudios de malformaciones osteoldgicas, probdé la técnica en embriones donde utiliza
tambien hidroxido de potasio con rojo de alizarina y alcohol acido con azul de alciano al igual

gue sus contemporaneos como Gostonyi (Park y Soo Kim, 1984).

3.1.2.5 TECNICA MODIFICADA DE GERSENOWIES, GONZALEZ,
(1993), UTILIZADA EN EL PRESENTE TRABAJO.-

A- Lave en varios cambios de agua corriente, por 2 o 3 dias. Desolle y eviscere ejemplares.

B.- Ponga directamente en una mezcla de rojo de alizarina “S” al 1%, y KOH al 2-4%

durante 24 a 48 horas.
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C.-- Transfiera a 2 cambios de KOH al 2—4%, de 2 a 3 dias por cada cambio [hasta que la

digestion alcalina se haya completado.

D.- Transfiera a través de un tren de soluciones de glicerina al 20%, 40%, 60%, 80% y

90% de 2 a 3 dias en cada solucion.
Puede tomar de 2 a 3 semanas.

E.- Aimacenar los ejemplares en glicerina pura, la cual inhibe el crecimiento de mohos y

bacterias debido a su accion altamente higroscopica.

(Gersenowies y Gonzalez, 1993)
3.1. 3.- INCLUSION EN RESINAS

Se realiza mediante el empleo de materias plasticas transparentes, duras que se retraigan
lo menos posible al secado (Correa, 2002). Las resinas poliéster poseen esas propiedades
pero en comparacion con otras resinas pueden resultar con desventajas, como la
transparencia o traslucidez obstruida por el tefiido de ciertas resinas metalacrilicas (Baset,
1947).

Se realiza en cuatro tiempos:

1.- Preparacion de la pieza.- Las muestras o piezas deben ser limpiadas y luego enjuagadas
en acetona. Las muestras blandas son fijadas y deshidratadas, pero esto puede alterar
los colores. El molde que se necesita para la inclusion puede ser de cartén, que no sirve
mas que para una vez, otros pueden ser de placas de cristales unidas por cintas
adhesivas (esparadrapo), otras de plastico flexible, etc., segun afirma Correa (2002), los

moldes de goma son los mejores ya que se pueden utilizar con mayor frecuencia.

2.- Recubrimiento o envoltura.- Una capa de resina es polimerizada en el fondo del molde
de placa de base sobre la cual se coloca el objeto (pieza o muestra). El resto de la
sustancia se vierte enseguida en el molde, en capas sucesivas para evitar que la pieza
flote. Cuando esta recubierta se deja secar al resguardo del polvo, mediante cubiertas
gue pueden ser de celofan. Estas distintas operaciones se hacen en intervalos de 7 a

20 horas cuando menos.
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3.- Vaciado.- Cuando la resina esta dura, los bloques se desmoldan y luego se cortan en las

medidas deseadas.

4.- Pulido.- Cada cara del bloque se pasa por papel de lija fina, hasta retirar la capa
superficial, y hasta eliminar todas las ralladuras. La utilizacién de pastas para pulir,

propician la nitidez del bloque [Correa, 2002).

3.1.4.- TECNICA DE PLASTINACION

3.1.4.1 TECNICA DE VON HAGENS

Esta practica mencionada, consta de 4 fases:
1) Fijacion.-
El ejlemplar se fija y se deshidrata en la forma usual, con formol bufferado al 4%.
Il)Deshidratacion.-
Por medio de un tren de alcohol-acetona.
lll) Impregnacion forzada-
Se transfiere el ejemplar en una solucién de resina no polimerizada, totalmente inmerso.
IV) Curacion.-

Se inyecta con gelatina coloreada que penetra capilarmente, dandole otra apariencia al
tejido. Siguiendo la coloracion del ejemplar, se fija con formalina y se deshidrata con

acetona.

El deshidratado y la saturacion de los ejemplares con acetona, se transfieren a un equipo
de vacio que contiene solucién de silicon. Se conecta por medio de una manguera flexible a

una bomba de vacio cuyo nivel se incrementa, la acetona se evapora en forma gradual
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permitiendo al silicon moverse a traves del tejido del ejemplar e impregnario. Dependiendo

de la temperatura, esto toma hasta 3 semanas.

Cuando se remueve al ejemplar del equipo de impregnacion se permite el secado por algun
tiempo para evitar que el exceso de silicon se derrame. Se limpia la superficie y se efectuan

ajustes cosmeéticos.

El silicon liquido entonces, se endurece, colocando al ejemplar en un recipiente, con humo,

exponiéndolo a catalizadores.

El catalizador es liquido pero se neobuliza con aire comprimido y BLOWN sobre la

superficie del especimen. (Von Hagens, 1979, Karow, 2000).

Los polimeros para la plastinacion deben tener las siguientes propiedades:

* Baja viscosidad con facilidad de penetracién

* El polimero usado para la impregnacion debe tener un tiempo de proceso largo 6 mejor
indefinido

¢ Alta presion de vapor de todos sus componentes

* Adecuadas propiedades mecanicas y opticas

* No separarse de los diferentes ingredientes durante la impregnacion

El cuerpo se embalsama con un inyector arterial y se somete a una temperatura de -50°
en acetona, para eliminar la grasa que pudiera tener. Se realiza una succién y aplica una
solucion de plastico liquido que luego adquiere una consistencia dura, hasta dejar la piel con

su apariencia natural” (Arraez 1997).
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3.1.4.2.- TECNICA DE PLASTINACION. ESTANDARIZACION PARA
LA DIAFANIPLASTINACION DEL PRESENTE TRABAJO

De acuerdo a la modificacion de la técnica de Plastinacion por impregnacion pasiva de
Gersenowies y Gonzalez, (1993), los pasos principales para llevar a cabo la modificacion

requerida en este trabajo son los siguientes:

a) DESHIDRATACION. Se lleva a cabo con diversas sustancias, aqui se utilizd

principalmente el alcohol isopropilico o isopropanol.

b) INMERSION EN SUSTANCIAS MISCIBLES CON RESINA. Se produce sumergiendo a los
ejemplares en trenes de sustancias que los hacen afines a la resina facilitando el paso de

la misma en su proceso de impregnacion pasiva.

c) IMPREGNACION PASIVA. Se sumergieron en un recipiente con solucién de resina
poliester no polimerizada. La resina se infiltra en forma gradual a través del tejido del
elemplar y lo impregna. Dependiendo de la temperatura del ambiente, este es entonces un
proceso relativamente lento, sin embargo, por econdmico es mas accesible. Después se
tiene que preparar para el curado, aqui se paso por el tren: (40%, 80%, y 100%) de resina

poliester/acetona 1:1 (Gersenowies y Gonzalez, 1993).

e) CURADO O ENDURECIDO. También llamado gelacion o vulcanizacion. En los procesos
de polimerizacién se pueden producir ramificaciones en la moléculas formadas. Esto
sucede cuando en el bafo de la reaccion se encuentran unidades con funcionalidad
(nimero de enlaces covalentes con otras unidades) mayor a dos. La reaccion a niveles

altos forma una molécula infinita tipo red con tamano igual al recipiente que la contiene.

Al proceso de formacién de la red infinita se le conoce como gelacién (vulcanizacién, si se
trata de curado de hule por introduccion de azufre). La gelacion es una transicion de fase
geometrica, debajo de cuyo punto de transicion existen solo moléculas finitas, mientras que
arriba de él las moléculas finitas coexisten con la molécula infinita y el punto mismo de

transicion, marca la aparicion de la molécula macroscopica.
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Segun Gonzalez (1986), el meétodo de Flory, que consiste en moléculas lineales que poseen N

unidades monomeéricas, formando por uniones covalentes, una cadena polimérica reticular,
donde cierto numero “X” de agentes vulcanizantes se hacen reaccionar, conectando pares de

unidades monomeéricas al azar. Se de fine “p” como la fraccion de monomeros que

reaccionaron con los agentes vulcanizantes.

P = 2X/nN, (Dos mondmeros por cada agente vulcanizante, donde n es el nimero total de

cadenas en el sistema]

En pocas palabras, en contacto con el catalizador disuelto al 10% en acetona, las
macromoléculas que forman la estructura polimérica de la resina, se encuentran reticuladas
en el espacio y durante el proceso de endurecimiento o curado, se reticulan mas

estrechamente.

(Gonzalez, 1986)

3.1.4. 5.- TECNICA HISTOLOGICA DE INCLUSION EN PARAFINA

Segun Lynch y Colaboradores (1972]), consiste en deshidratar trozos de tejido con alcohol
etilico o acetona, transparentar con diversas sustancias como xileno, tolueno, cloroformo,
etc. Y pasar por una serie de parafinas con un punto de fusion cada vez mayor hasta llegar
a la de maxima dureza (generalmente entre 57-60 ° C de Punto de Fusion), la fijacién se
realiza entonces por la absorcion pasiva y el revestimiento de parafinas reemplazando los
liquidos tisulares de los cuales se hacen bloques que se cortaran posteriormente (Lynch et
al., 1972; Correa, 2002] .

Para inclusién de animales completos:

1. Al ejemplar que se desee conservar, se le puede dar la forma adecuada con ayuda

de alfileres, clavos, tablas, etc.
2. Se fija en formol al 10% durante un minimo de 72 horas.

3. Se lava con agua corriente para quitar el exceso de formol 2 veces por 24 horas.

4. Se deshidrata con alcohol etilico al 7% por 24 horas.
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5. Se coloca en alcohol etilico al 80% durante 24 horas.

B. Se cambia a alcohol etilico al 90% durante 24 horas.
7. Se coloca en alcohol etilico absoluto durante 24 horas.

8. Se cambia a una mezcla de alcohol etilico absoluto- xilol (1:1) por 48 horas (se

pueden usar otros solventes como tolueno, cloroformo, benceno, etc.).
9. Se introduce en xilol por 48 horas.

10.Se mete a una estufa incubadora a 60° C en una mezcla de Xilol-parafina P:F: 56-
58° C durante 48 horas.

11.Se coloca inmerso en parafina pura (P: F: 56-58° C) dentro de la estufa a 60° por
72 horas.

12.Se extrae de la parafina e inmediatamente se coloca, ain dentro de la estufa, sobre
una charola con abundante papel para escurrir el exceso de parafina, por 2 o 3

hors.

13.Se enfria con agua lo mas rapidamente posible para evitar deformaciones debidas a

la contraccion que la parafina sufre cuando se enfria.

Los ejemplares asi tratados se pueden usar para fines didacticos y museos, de igual
manera que los tratados por taxidermia o incluidos en resinas. Esta técnica es util, ya que
tiene la ventaja sobre el curtido y relleno con aserrin, algoddn y otros materiales que se
usan en taxidermia, de que no existe el problema de que se generen polillas. También tiene
la ventaja de que se puede aplicar en moluscos, anélidos y otros organismos blandos que
generalmente no se disecan y solo se pueden preservar inmerso en liquidos o incluidos en

resinas (Garcia-Dominguez, 1987).
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