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En este articulo técnico descrihimos los resuttados
de nuestra experiencia en el desarrollo y optimizacion de la
técnica de diafanizacion seguida de coloracion diferencial de
cartilago y hueso en ejemplares de peces autdctonos. Dehido a
gue no se requieren equipamientos complejos, la técnica puede
ser desarrollada en cualquier laboratorio de Histologia o Em-
hriologia. Es de gran aplicacion para el estudio del desarrallo
esquelético en embriones o neonatos de cualguier especie ani-
mal, representando ademas una técnica que complementa la
formacidn de los histotecnélogos ampliando su campo lahoral.

Latécnicade diafanizacion de organismos vivos
fijados consiste en [a transparentizacion de los mismos para
permitir ohservar estructuras internas. Fue descrita hace mas
de un siglo por Mall en embriones humanos como una técnica
alternativa para el estudio de los centros de osificacion (Mall,
1902). Posteriormente, en investigaciones sobre el desarrollo de
miembros toracicos y pelvianos de ratas alhinas, Dawson intro-
duce el empleo del rojo alzarin para colorear selectivamente
el tejido dseo (Dawson, 1926). En 1985, Taylor y Van Dyke des-
criben en peces un protocolo optimzado para la doble tincign
simultanea del tejido cartilaginoso con azul Alcian y del tejido
oseo con rojo alizarin (Taylor y Van Dyke, 1985). Los resultados
ohtenidos mediante esta técnica pueden ohservarse en la foto
de portada de esta revista, asicomo en las figuras 3h a 3d.

La diafanizacidn, junto con [a tincidn de azul Alcian y rojo aliza-
rin, son muy utiles para la ohservacidn del esqueleto cartilagi-
noso ¥ dseo en los peces teledsteos en las semanas posteriores
ala eclosign gue estan desarrollando su estructura dsea, ya que
a esta edad no pueden emplearse otras técnicas como la ra-
diografia debido al pequefio tamafio de los ejemplares y [a nula
0 escasa mineralizacion del tejido dseo (Boglione y col, 2013).
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En el Centro de Investigaciones en Piscicultura Experimental
estamos validando tecnologias para el cultivo de especies de
peces autdctonas, entre ellas la triploidizacion de ejemplares de
hagre sudamericano /Apamoiz guelen) En estudios recientes,
determinamos gue las larvas triploides obtenidas por chogues
térmicos de agua fria presentaron alta incidencia de matfor-
maciones (Alaniz y col, 2013). Por ello, actualmente estamos
empleando la técnica de diafanizacion para determinar que
eventos generan estas alteraciones en la estructura oseocar-
tilaginosa. Ademds, la utilizamos en nuestro lahoratorio para
evaluar la incidencia de malformaciones dseas en la columna
vertebral y complejo caudal de pejerreyes sometidos a condi-
ciones de larvicultura intensiva.

Brevemente, [a técnica consiste en tefiir los ejemplares de lar-
vas 0 alevines con una solucidn dcida de azul Alcian, siendo
seguidamente neutralizados en etanol absoluto. Posteriormente
se transparentizan macerandolos en soluciones de hidrdxido
de potasio (K(OH)) a distintas concentraciones. Una vez trans-
parentes los peces son tefiidos con una solucidn alcalina de
rojo alizarin y sumergidos en solucion de Mall para finalizar la
diafanizacion. Previo a su almacenamiento en glicerina pura,
se los transfiere por soluciones de concentracion creciente de
glicerina en K(OH).

El azul Alcian es
un colorante catidnico sintético derivado de la ftalocianina caracte-
rizado por poseer hasta cuatro grupos tetrametilisotiouronio, cada
uno uhicado en cada anillo benzoico de la molécula de ftalociani-
na de cobre (Figura 1). Estos grupos tetrametilisotiouronio son los
responsables de las cargas positivas del colorante gue determinan
una elevada afinidad por moléculas polianionicas como los gluco-
saminoglucanos sulfatados y carhoxilados presentes en la matriz
del tejido cartilaginoso (Scotty col,, 1964).
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El rojo alzarin es un colorante sintético, soluble en agua, deri-
vardo de la antroguinona y comercializado en forma de sales de
alizarin sulfonato de sodio {Figura 2a). Una de las posibles hips-
tesis sobre la unign entre el calcio de los huesos y el colorante
postula que la fijacidn especifica del rojo alizarin al calcio se
produce por quelacidn de una molécula de calcio mediante dos
moléculas de rojo alizarin (Kiernan, 1990). Esto ocurriria porgue
las moléculas de oxigeno presentes en los grupos quinona y
fenol del colorante (Figura 2a) se comportan como dadores de
electrones y estahlecen con el calcio dos anillos estahles (Figu-
ra 2h). Este mecanismo de quelacion podria ocurrir con otros
cationes divalentes como el magnesio o el hierro pero debido
a la haja concentracign de los mismos en comparacion con los
iones de calcio en hueso no interferirian en la especificidad de
[a reaccidn.
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Lievremont y col. (1982) plantean una hipotesis alternativa de la
unidn entre el calcio y el colorante ya que determinaron /7 i
que el mayor nivel de complejos ion-colorante precipitados se
ohtenia con una relacidn entre estos de 11, es decir que a cada
molécula de calcio se le une una molécula de rojo alizarin.

Por ello, estos autores sugieren que [a unidn con el calcio se produ-
ce através del residuo hidraxilo del grupo fenol y el grupo sulfonato

+
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+
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ABRIO: Figura 2. o Fomula esinchurdl del
mjo dizanin En negnia se ndican los Gormos
de axigeno de los gnipos quinona (arillo
centrdll y fenol {anilo derecho) que parfici-
pan en la reaccion de quelaadn del cdlcio
mepresentada en la reacoion de la figura 2b.
Tambign se muesta en negria el gupo
sufonato. b. Reacoidn de quelacion propuesia
por Keman (1990 en las que dos moléouias
de o aizann se unen a un Glomo dg cdlcio
tberando dos profones,
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de lamolécula de colorante (Figura 2a) (Lievremonty col,, 1982).

La reaccidn dptima de unidn del rojo alzarin con el calcio se
produce en un rango de pH de 4 a 8 (Lievremont y col., 1982).
Por ello, teniendo en cuenta que el calcio de los huesos se so-
lubilza a pH acido (que puede producir una pérdida de este ign
en los huesos), resulta conveniente preparar [a solucian de rojo
alizarin a un pH alcalino para evitar la descalcificacion en las
estructuras dseas.
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Para la realzacidn de la presente técnica se requiere un mi-
croscopio estereoscopico, cassettes de hiopsias y microbiop-
sias, viales de plastico, pipetas Pasteur, frascos de hoca ancha
con tapa, hojas de histuri, material de lahoratorio para prepara-
cidn de distintas soluciones y guantes de latex. Entre los reac-
tivos y colorantes son necesarios: etanol ahsoluto, hidrdxido
de potasio, glicerina, acido acético, azul Alcian, rojo alizarin y
perdxido de hidrdgena.

A. Solucién acida de azul Alcian

Etanol 96° 80 ml
Acido acético 20ml
Azul Alcian 15 mg

Se conserva a4° C hasta por 3 meses.

B. Hidréxido de potasio

Se deben preparar soluciones a diferentes concentraciones (5%
3% 1%y 0.54.

Por ser el K{OH) un sdlido higroscopico recordar que se dehe
tapar hien.

C. Solucién de rojo alizarin

Inicialmente se debe preparar una solucidn de stock (SSRA), de
acuerdo a lo siguiente:

Rojo alizarin g
K(OH) 0,5% 100 ml
Se filtra antes de conservar.

Luego debemos preparar la solucidn de trahajo de rojo alizarin,
a cual se obtiene con:

SSRA 2ml
K(OH) 1% 100 ml
D. Solucién de Mall

Agua destilada ?ml
Glicerina 20 ml
K(OH) g
H2Q? 50l

Esta solucian de Mall se encuentra al 1%. Tamhién puede prepa-
rarse al 3% agregando 2 g mas de K(OH) a la solucidn, es decir
entotal 3g.

E. Glicerina/ K{(OH)

Se dehen preparar tres soluciones de concentracion creciente
de glicerina en K{OH) 0,5%. Las proporciones son las siguientes:
*1.3 (25 mlde glicerina + 75 mlde K(OH) 0,5%)

¢ 11 (50 mlde glicerina + 50 mlde K{OH) 0,5%)

* 31 (75 mlde glicerina + 25 mlde K{OH) 0,5%)

A continuacion se describe la técnica para la transparentizacidn
de larvas de peces y la coloracidn del cartilago mediante la uti-

lizacion de azul Alcian y del hueso por rojo alizarin, siguiendo
la técnica de Taylor y Yan Dyke (1985), introduciendo algunas
mejoras publicadas por Gavaia y col. (1999) e indicando algunas
sugerencias de acuerdo anuestra experiencia. Las larvas y ale-
vines de pejerrey y bagre sudamericano que rutinariamente se
procesan para esta técnica en nuestro laboratorio miden entre &
y 20 mm de longitud estandar, aungue hemas realizado la diafa-
nizacion de ejemplares juveniles de hasta 50 mm.

Todas las incubaciones se realizan sumergiendo los ejempla-
res en cada solucidn. Si procesamos muestras individuales los
peces pueden colocarse en viales plasticos de 1,5 ml tipo Ep-
pendorf. 5i por el contrario se deben procesar lotes de peces,
podemos colocarlos en cassettes de hiopsias o microbiopsias,
dependiendo de su tamafio, a los fines de facilitar el procesado
(Figura 3a). En este caso los cassettes se sumergen en las solu-
ciones colocadas en frascos de boca ancha.

Previo a la fijacion en formol tamponado al 10% se deben eu-
tanasiar los ejemplares por sohredosis anestésica de acuerdo
a las normativas y protocolos internacionales de hienestar ani-
mal. Las muestras pueden fijarse de 24 a 72 hs dependiendo
del tamafio del animal y luego se transfieren a etanol 70% hasta
colorear (pueden almacenarse afios).

Colocar los ejemplares en solucidn acida de azul Alcian durante
30 minutos. Terminada la coloracidn se lavan los ejemplares
con agua destilada para harrer el exceso de colorante. Si hien
distintos autores sugieren variar el tiempo de coloracion de
acuerdo al tamafio del ejemplar hasta que el cartilago se vea
hien tefiido, en nuestra experiencia esto es de dificil realizacion,
ya que una vez sumergidas en esta solucidn la piel de los peces
se colorea fuertemente debido a los mucopolisacaridos acidos
de las células mucosas, lo que imposibilita ver las estructuras
internas cartilaginosas.

Inmediatamente después de la coloracion del cartilago, los pe-
ces se transfieren a etanol ahsoluto por un lapso de tiempo de 3
dias, renovando el alcohol todos los dias.

Este es un paso central de la técnica ya que sera el que nos
permitira iniciar la diafanizacion de los ejemplares. Requiriendo
de paciencia por parte del técnico y una ohservacion regular de
los ejemplares para determinar en qué momento decidiremos
pasar al paso siguiente de la técnica.

Para la maceracidn, transferir los ejemplares a la solucidn de
KiOH) utilizando concentraciones del 1% 3% o 5% dependiendo
del tamafio del animal, esto es, a mayor tamafio empleamos
una concentracion de K(OH) mas elevada. En esta solucidn las
muestras deberan mantenerse hasta que el esqueleto se dis-
tinga claramente a través de las partes blandas, lo que puede
variar entre 3 y 12 dias dependiendo de la concentracion de
KiOH) utilizada. A mayor tamafio del ejemplar y menor concen-
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Figura 3 a Imagen que
mugstra 10 genplares
de bage sudamencano
ya efidos con azul
Alcion Yy dsbs para sar
colocados nuevarmenie
en &l casselie de biopsia
para la newtrdkzacion

b Rgemey digfonizado
en el que puede ob-
SENVSE NG brdogs
flecha lorgd) a nivel de
las vériebras couddles.
c. Boge sudamencano
digfonizado presentando
una escolosis (flecha
lagg) en las primeras
veribras precauddes.
d Imagen anplada del
complgo caudal nosmal
{Grea punteada) de un
bagre sudamencano.
Enlas fguras Soy 5d
sg observa una incidn
diferencidl que disfingue
el czudl Alcion enlos
mucopolsacdidos de ko
piely del cartilago en'la
NSEIon Iy poraion distal
de s radios (fecha
coria) de las dielas ain
no complelamente osr
fieados y el rgo dizann
en el hugsa

tracion de K(OH) mas tiempo de macerado. Es conveniente que
los ejemplares de menor tamafio se cologuen a concentracio-
nes hajas para evitar que el tejido se rompa y no se pierda la
muestra. Las mismas deben ser ohservadas con regularidad,
las de mayor tamafio cada 2 dias y finalizando la transparenti-
zacion cada dia. En los ejemplares mas pequefios (menos de 10
mm) se dehe chequear todos los dias. Si en una misma muestra
hay variacion de tamafio de los ejemplares, lo aconsejable es
separarlas para la maceracion y emplear distintas concen-
traciones. Es importante resattar que durante [a maceracidn,
aprovecharemos para eliminar las escamas del tegumento de
aguellas especies gue las posean (como el pejerrey) ¥ en los
ejemplares de gran talla también eliminaremos el tejido mus-
cular macerado para facilitar la posterior coloracion del hueso.
Para esto emplearemos el horde no cortante de una hoja de
histuri para raspar suavemente la superficie, eliminando asi los
tejidos reblandecidos por el K{OH).

Colocar los peces en solucidn de trahajo de rojo alizarin durante
30 minutos. Luego de la coloracion lavar las muestras con agua
destilada para eliminar el exceso de colorante.

Transferir los ejemplares a la solucion transparentadora de Mall
al 10 3% hasta que los tejidos no esqueléticos sean completa-
mente transparentes, lo que ocurrira en un lapso de 1a 3 dias,
dependiendo del tamafio del animal.

Una vez concluida la transparentizacion, se deben acondicionar
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los ejemplares para su almacenamiento en glicerina. Para ello,
sumergiremos los peces en las soluciones de glicerina de con-
centracign creciente en KiOH) 0,5% (recordar las proporciones 1.3,
1:1y3:1), pasandolos finalmente a glicerina pura. Silas muestras
estan hien diafanizadas, se pueden hacer los pasajes por estas
soluciones cada 2 horas. En el caso que consideremos que no
estan del todo transparentes, podemos mantenerlas 1 dia en cada
solucidn dandale tiempo al K{OH) para seguir actuando.

Estando en glicerina, los ejemplares pueden perder un poco de
rojo alizarin tifiendo de rosado el medio por lo que se aconseja
hacer alyunos cambios de glicerina pura si esto ocurre.

Concluida la técnica se podran observar los ejemplares trans-
parentes, permitiendo la visualizacion de las estructuras inter-
nas tefiidas con azul Alcian (cartilago) y rojo alizarin thueso)
(Figuras 3h, 3c, 3d) .

Es importante remarcar que la solucion acida de azul Alcian
tifie mucopolisacaridos acidos lo que puede dar a errores en
la ohservacidn del cartilago, ya que estos glucosaminogluca-
nos tamhién se encuentran en otros tejidos como el epitelio del
tegumento o del tubo digestivo. Ademas, el azul Alcian al ser
preparado en una solucion acida puede producir desminerali-
zacion en el tejido dseo en etapas tempranas de desarrollo de
los ejemplares y asi el tejido dseo puede perder afinidad por el
colorante rojo alzarin (Boglione y col, 2013).

Por otra parte, esimportante mencionar que dehido a que el rojo
alizarin es un colorante aniénico puede tefiir de manera inespe-
cifica los tejidos blandos dando una tincidn rosada de fondo en
las muestras.

SR s e

R

A oy ~
(d)

HisToTECHOLOSE | 13



5 i 3
LIS ARG 4 },,_..

S S TR TR
. o~

-

CONCLUSIONES:

'

P a7
CITIIPIIVT (S
v‘ % 5

e

La técnica de diafanizacién seguida de coloracion diferencial de cartilago y hueso me-

diante el empleo de azul Alcian y rojo alizarin es una técnica sencilla que puede ser reali-
zatla con el equipamiento disponible en cualguier lahoratorio de Histologia o Embriologia.
Requiere tle iempo y del buen criterio del técnico gue la ejecuta para obtener resultados
satisfactorios ya ue el mismo dehera decidir, en hase a la chservacion de los ejemplares,
en fué momento iniciar cada paso de la técnica. La misma presenta gran utilidad para el
estudio del desarrollo del esgueleto dseo-cartilaginoso en peces permitiendo evaluar el
impacto de las malformaciones bajo determinadas condiciones de cultivo.
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