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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, se realizd en la Provincia de
Cajamarca. Con el objetivo de determinar las propiedades de fijacion del
tejido renal de conejo, utilizando el método de criogenizacién con nitrégeno
liquido. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Embriologia e
Histologia de la Universidad Nacional de Cajamarca. La fijacion se hace de
la seccion congelada. La fijacion éptima con nitrégeno liquido se obtuvo
entre los dias 17 al 22. Se trabajé mediante la Técnica de Inclusion en
parafina, coloracién Hematoxilina-Eosina.

Palabras clave: Nitrégeno liquido, conejo, rifién.



ABSTRACT

The present work of investigation it was realized in the Province of
Cajamarca. With the aim of the properties determine fixation of. the renal
fabric of rabbit, the samples were processed in the Laboratory of Embryology
and Histology of Cajamarca’'s National University. Using the method of
criogenizacion in liquid nitrogen. The fixation does to itself of the frozen, the
ideal fixation with liquid nitrogen obtained between the.days 17al 22. One
was employed by means of the Technology of Incorporation at paraffin,
coloration Hematoxilina-Eosina.

Key words: Liquid nitrogen, rabbit,renown.
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CAPITULO - I

INTRODUCCION

La fijacion en el proceso de preparaCién de muestras histoldgicas, es un
recurso destinado a conservar estaticamente cierta estructura o funcion de
una célula o tejido. Endurecerlos para facilitar su corte, estabilizar los
componentes estructurales para conservarlos o mas parecidos posible a las
condiciones in vivo y mejorar el efecto de los colorantes por su accion
mordiente. Para asegurar convenientemente este proceso, los profesibnales
de las ciencias médicas hacen:uso de los fijadores quimicos, como el,
formaldehido bufferado, glutaraldehido, alcohol etilico, acido acético, etc. En

concentraciones de acuerdo a la densidad del tejido (Greep, 1987).

Actualmente, los criogenicistas, en su afén de mantener a un cuerpo
legalmente muerto, tanto humano como anlmal usando el nitrégeno I|qU|do
para obtener el descenso de la temperatura bajo el punto de congelacion
(190 C) han demostrado a traves de esta técnica, que los tejidos
organicos, sometidos a bajas temperaturas (crlogenlzamon) estabilizan sus
constltutlvos estructurales, y se conservan sin mostrar descomposicion por
largos penodos de tiempo, razones édmitidas cientificamente, para
reemplazar en las técnicas hlstologlcas a fijadores quimicos con
procedimientos fisicos (Greep 1987) En este caso, determinamos Ias
propledades de fijacion del tepdo renal de conejo, utlllzando el método de

cnogemzacuon con nitrégeno I|qU|do



OBJETIVOS DEL TRABAJO

OBJETIVO GENERAL

Determinar las propiedades de fijacion de tejidos renales de conejo,

utilizando el nitroégeno liquido (criogenizacion).

OBJETIVO ESPECIFICO

Establecer el viraje de la fijacion dentro de la técnica de inclusién en
Parafina, reemplazando la fijacion quimica, con el nitrégeno liquido

(criogenizacion) como fijador fisico en tejidos renales de conejo.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Criogenizacion

Entendida como la técnica que permite mantener a un cuerpo legalmente
muerto, tanto humano como animal, bajo condiciones de congelacién, con la
esperanza de que en cualquier momento de su conservacion, sirva para
estudiar las causas que causaron su muerte pasada. De hecho la
criogenizaciéon tiene como objetivbiprirﬁordial ganarle la partida al tiempo, y
con esto permitir que en cualquier momento del tratamiento, se sepa que
aun los cuerpos permanecen conservados e intactos mediante frio extremo
(-190°C). Etimologicamente, la criogenizacion tiene su raiz en el término
griego “crionica” que significa criopreserva, es decir, evitar el desgaste
progresivo de un organismo sin vida, desde el punto de vista legal pero no
biolégico. En el caso del cerebro, el principal argumento en el que se basan
los criogenicistas para defendef el posible éxito de la prueba, es que
conseguirdn mantener las funciones vitales de la estructura biolégica
cerebral, considerada como 1a mas relevante para la instancia de
reanimacion. Agregan que esto se logra administrando y provocando el
transito y acumulacion de grandes concentraciones de crioprotectores, lo
gue seria suficiente para proteger la estructura cerebral de las lesiones que
iremediablemente se producen en un-estado de muerte natural (Bascuas y
Asta 1987).

La crlogemzamon es una alternatlva mas que se abre al morir. Yo creo que
Ia ciencia esta muy proxima a conseguur la recuperacnon de cuerpos

fallecsdos si son conservados en buen estado Tan sé6lo es una cuestlon de
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tiempo. Al morir, las posibilidades del cuerpo son ser enterrado o incinerado.
Existe una tercera posibilidad: conservar el cuerpo sometido a muy bajas
temperaturas para una eventual recuperacion el dia de mafiana de hecho las
posibilidades de que eso ocurra son, cientificamente, casi del 100%. En
otras palabras, es un problema que los cientificos no dan por solucionado
todavia, aunque muchos se declaran convencidos de que la solucién esta |
proxima. La ciencia médica del futuro, ademas de recuperar la vida de
pacientes debidamente conservados, podra curar sus enfermedades y frenar
el envejecimiento. Los problemas, mas que cientificos, son de otro tipo que
la empresa de criogenizacion se hunda, que un juez ordene una autopsia,
que la familia del candidato no le deje criogenizarse, que las leyes cambien
desfavorablemente (http://www.tendencias21.net/La-criogenizacion).

Criogenizacion en nitréogeno liquido

El'tubo o termo Dewar, no es la Unica maquinaria necesaria para llevar a
cabo un experimento de criogenizacién, hoy en dia, han aparecido tubos de
diferentes = capacidades, se trate -de cuerpos enteros u 6rganos
independientes, indudablemente,la conservacién de un cuerpo en dichas
capsulas, requiere de un componente. fundamental para alcanzar el frio
extremo necesario para el mantenimiento de tejidos, células y érganos a lo
largo del tiempo. Este componente no es otro que el afamado e hiper-
utilizado nitrégeno liquido. El nitrégeno liquido es un gas inerte que desplaza
al oxigeno y puede mantener temperaturas incluso muy por debajo del punto
de congelacion; es transportado en grandes cantidades y se lo utiliz',a para
multiples. e importantes funciones,, tales como preservar ceélulas de
laboratorio, conservar y transportar alimentos, tratar y eliminar canceres de
piel, verrugas o hemorroides, en'tre dtrqs. Sin embargo otro estimulo pro-
criogenizacion es que los resultados' de los experimentos basados en la
criogenizacion con animales como ratas y anfibios, tuvieron resultados
positivos, y no ven por qué no puede ocurrir lo mismo con seres humanos. El
contraste es que el organismo de estas especies y de muchas otras, aporta

un.anticongelante fisioldgico a su sangre que no posee la sangre humana. El



nitrégeno liquido, hoy en dia se esta utilizando en el estudio de la vida a
bajas temperaturas (Criobiologia). La crioscopia, fendbmeno que consiste en
el descenso del punto de congelacion de un liquido cuando tiene un sélido
en disolucion. Parte de la fisica que estudia este fendomeno. La crioterapia,
es un método curativo basado en el fuerte enfriamiento de una parte del
cuerpo. Es la aplicacion del frio con finalidad terapéutica. La crioterapia
general consiste en bafios frios administrados en recipientes refrigerantes
adecuados con doble pared, entre las que circula una sustancia que se
evapora rapidamente. La crioterapia local se aplica con mucha mas facilidad,
al tiempo que es mucho mas utilizada que la anterior. El efecto, consiste en
la ‘aplicacion de bolsas de tela impermeabilizadas o de goma rellenada de
hielo, que se aplica en diversas partes del cuerpo. Las indicaciones de la
cridterapia son bastante extensas: .sobre el abdomen en algunas
enfermedades infecciosas, en. la peritonitis aguda, en las hemorragias por
lesiones de 6rganos abdominales, isobre el térax en el caso de hemoptisis,
sobre la cabeza en caso de insolacion, traumas craneales, etc. La criometria
es la medida de las temperaturas bajas. El criometro, es el termometro

destinado a medir temperaturas muy bajas (Bravo, 1987). ‘ !

Propiedades de los fijadores

Las pequefias porciones obtenidas de un tejido animal o vegetal, deben
prepararse para el estudio microscopico, en condiciones de conservacion y
excelentemente fijacion. Esta fijacion debe coagular los soles y conservarlos
en su lugar dentro de un tejido, .como también conservar las estructuras de
su entorno. La fijacion suele lograrse sumergiendo pequefas porciones de
un tejido en determinadas soluciones. quimicas. Una solucion amortiguada
de formaldehido al 10% es la mas empleada. La fijacion puede lograrse
incluso con ebullicion. Por ejemplo, la clara del huevo es una proteina sol,
pero si se hierve el huevo se .convierte de manera irreversible en gel
suficientemente duro para poder cortar.en rebanadas, lo mismo ocurre con
los soles de las células si se someten a ebullicion. Las propiedades més

resaltantes de los fijadores son: 1) i\mpiden la ‘autolisis; 2) endurecen los
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tejidos para facilitar su corte; 3) mejora el efecto de los colorantes por su
accion mordiente; 4) minimiza el filtrado de muchos elementos resultantes
del procesamiento histologico; 5) estabiliza los componentes estructurales
para conservarlos lo mas parecidos posible a las condiciones in vivo; 6)
como efecto antiséptico protege a las personas que manipulan las muestras
(Marquez, 1995). B

Fijadores quimicos

En los preparados de muestras dé"téjid"os para el estudio microscépico de
los constitutivos estructurales que conforman la arquitectura de los érganos
animales y del.hombre, dentro de una técnica de eleccién, la fijacion, es el
resultado de someter al tejido dentro de una sustancia quimica que tenga
propiedades especiales para conservarlo y evitar su destierro, guarde ciertas
condiciones especiales que gar‘anticen,_seguir con los procedimientos que
demande la técnica histolégica elegida. Dentro de los fijadores quimicos mas
usados por investigadores y técnicos medicos encontramos: formaldehido
bufferado, tetradxido de osmio, liquido de Zenker, glutaraldehido,
paraformaldehido, alcohol etilico, acido acético, acido picrico, bicromato de
potasio, el cloruro de mercurio y los acidos cromico y 6smico, entre los mas
Ljsados, con el tnico fin de matar a las células pero conservar su estructura.
Hasta la actualidad, los estudios de investigadores especialistas, dedicados
a los procedimientos de las diferentes técnicas histologicas con el tnico
interés ‘de conocer la constitucion de los tejidos, y como estos, se perturban
en la enfermedad, se sigue utilizando. sustancias quimicas como fijadores,
con el afan de detener la autolisis ‘post morten del tejido, y desnaturalizar las
proteinas para inactivar las enzimas que originan cambios autoliticos en las
muestras, condicién estrictamente necesaria para llegar a una fijacion
homogénea del tejido y seguir ‘su procesamiento en cualquier técnica
histologica. El éxito del trabajo de laboratorio, dentro de una .técnica
especifica, sea esta de inclusion en parafina o inclusion en plastico, la buena
fijacion, lleva a obtener resultados  satisfactorios para el investigador, y

prometer un diagnostico real de lo-observado. Si este es el proposito de los



fijadores quimicos, la criogenizacion co'mo método fisico de fijacion, cumple
con la misma funcion de conservacion, matar a las células pero conservando

su estructura (Razuri, 1987).

La fuaclon dentro de la técnica hlstologlca ;
La fuamon €S un recurso destlnado a conservar estahcamente _cierta
‘estructura o funcion de mteres en una célula o tejido. Se realiza por lo
comun, sumerglendo el tejido en una solucnon quimicas que mantienen su
estructura bioldgica, y sometida a una tecnica de tincion especial, se
obtengan muestras de excelente calidad para su estudio correspondiente. Es
importante sefialar, que a pesar que eX|ste fijadores de uso general, todos
ellos, asemejan los mismos resultados. De tal modo, si un investigador
desea estudiar la estructura de gotas de grasa, fijara los tejidos en
for_maldehido u otros agentes quimicos que estabilicen las grasas, y evitara
el 'empleo de alcohol u otros productos organicos que extraigan los lipidos
del tejido. Se emplean fijadores que estabilizan o coagulan las proteinas,
para preservan la estructura general del nucleo y del citoplasma, que
logicamente contienen sustancias protelcas Por otro lado, se obtiene mayor
resolucion y menor distorsion de:las estructuras celulares cuando se utilizan
fijadores que producen coégulos fi'nos,»eludiendo aquellos que lo hacen en
forma grosera. El formaldehido, suscita:una precipitacion proteica, permite
alta resolucion sin producir distorsiéon aparente de las estructuras. Determina
una fijacion tan fina que es el fijjador mas usado para el estudio
microscopico. El acido fosfotingstico, en cambio, es un precipitante proteico
grosero, que produce en las células. gruesos cordones grumosos con
espacios artificiales entre ellos. Por -ta‘nto, el acido fosfotungstico es poco
empleado para técnicas generales de estudios microscopicos. Es importante
destacar que la fijacion es a menudo un proceso quimico, con efectos de
esta indole sobre el tejido. Asi los fijadores que contienen metales pesados,
como el. liquido de Zenker, portadoer de bicloruro de mercurio, pueden
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reaccionar con grupos carboxilos de proteinas del tejido e influir eni la
coloracion posterior. Actualmente se dispone de métodos de coloracion para
detectar la actividad enzimatica. El fijador empleado para este propésito ha
de ser muy suave, pues la mayoria de los fijadores quimicos tienden a dafar
las enzimas hasta inactivarlas, siendo por tanto imposible detectarlas. Puede
preservarse la actividad enzimatica congelando-los tejidos frescos en ciertas
condiciones, o mediante la congelacién y el tratamiento posterior muy breve
con formaldehido diluido u otros agentes fijadores. Por lo tanto, la fijacion
puede definirse como un procedimiento mediante el cual una estructura
celular se conserva o se estabiliza, para su posterior observaciéon en
preparaciones microscopicas. La fijacién puede ser quimica, por la inmersion
del tejido en una solucién de agentes quimicos siendo esta la forma mas
comun, o fisica, sometiendo a la muestra a frio extremo, desnaturalizacion

por calor, o el secado por aire seco (Greep, 1987).

N'o" existe un fijador univefsal, ni un ‘método de fijacién nico. Incluso
ﬁodemos usar varios fijadores | secuencnalmente segun nuestras
necesidades. La eleccion depende de las caracteristicas fijadoras que
necesﬂemos Por ejemplo, si queremos estudiar actividades enzimaticas
debemos usar un fijador que no nos altere el centro activo de las enzimas en
las que estamos interesados, y qwza para ello tengamos que sacrificar en
cierta medida la morfologia tlsular Sl queremos estudiar la ultraestructura
celular debemos usar fijadores que Ia preserven y que protejan a las
membranas celulares durante el procesamlento de inclusion en resinas, y
qunza esto altere su apetencia por Ios colorantes generales. Si queremos
tenlr un determlnado componente celular dificilmente tefiible quiza debamos
usar un fuador que lo modlflque para que sea reconocndo mas facﬂmente por
los colorantes en cualquier caso hay caracteristicas de los fijadores que

tenemos que tener en cuenta antes de su uso:

Velocidad de penetracion. El proceso de fijacion ha de ser rapido y la
velocidad de difusion de la sustanciaev_fijadora en los tejidos es un factor
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determinante. Este parametro pond‘iciona el tamafo de la pieza que
queramos fijar, mas pequefia cuanto mienor sea la velocidad de difusion del
fijador empleado, y también determina el tiempo de fijacion, mayor cuanto

menor tiempo de difusion.

Velocidad de fijacion. Esta caracteristica no depende de la velocidad de
difusion sino de las propiedades quimicas del fijador y condiciona el tiempo

que debe permanecer el tejido en contacto con el fijador.

Endurecimiento. Los fijadores generalmente endurecen los tejidos, lo cual
depende del tipo de fijador y del tiempo que el tejido haya estado expuesto a

él.

Osmosis y pH. Es indispensable -evitar.cambios de volumen en las células
producidds por una osmolaridad del fijador diferente a la del tejido. Por tanto,
hay que equilibrar la osmolaridad de las soluciones fijadoras y la de los
tejidos a fijar. No es necesario afiadir sustancias complejas. Por ejemplo,
para los tejidos de animales terrestres basta con afadir 0.9 % de cloruro
sodico. Son sales que no afectan a la capacidad del fijador. Normalmente se
suelen usar soluciones tamponadoras a un pH semejante al del tejido e

isoosmoticas con dicho tejido.

Efecto mordiente. Algunas estructuras tisulares son dificiles de tefiir puesto
que tienen poca apetencia por los colorantes. Esta apetencia puede ser
incrementada con un tratamiento previo. Algunos fijadores, ademas de fijar,
modifican quimicamente a ciertas estructuras celulares para que
posteriormente puedan unirse a -ellas los colorantes. Este tipo de

modificacion quimicé se le denomina efecto mordiente (Greep, 1987).

!

Los procesos de fijacion pueden acarrear alteraciones tisulares  como

variaciones morfologicas, cristalizacion de compuestos, desplazamiento de
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sustancias, etcétera. Estos cambios pueden producirse por las
caracteristicas del fijador o por un mal uso de éste. En cualquier caso deben
tenerse en cuenta para no describir como caracteristicas tisulares lo que es
un artefacto introducido durante la fijacién (Universidad Catolica del Peru -
2011). -
Los fijadores fisicos se basan o bien en una congelacion muy rapida del
tejido o bien en la aplicacion de calor elevado. Se utilizan cuando los
fijadores quimicos alteran las estructuras que queremos observar, cuando
necesitamos una fijacion muy rapida, o cuando el tipo de tejido y la técnica
que usaremos lo requiera. La congelacion rapida es un buen método de
preservacion de las caracteristicas moleculares y es conveniente que sea
rapida puesto que asi se impide la formacion de grandes cristales de hielo
due nos destrozarian la estructura del tejido. Existen variantes de esta
técnica como son la criodesecaéién"'o liofilizacién y la criosustitucién. La
ériodesecacién parte de tejido previaménte congelado al que posteriormente
se le sublima el hielo, es decif, el égua-'pasa de estado soélido a gaseoso sin
pasar por estado liquido. Al el‘imihar el agua se impide que se den
reacciones quimicas, por lo que, ademas de la fijacion, este método
preserva el tejido en el tiempo. La criosustitucion tambien parte de tejido
congelado pero en este caso se produce una sustitucion lenta del hielo por
una solucion fijadora. Con ello se. posibilita una fijacion quimica sobre un
material .que no ha sufrido deterioro 'puesto que esta congelado: Los
métodos de fijacion por calor no son frecuentemente usados, excepto para el
estudio de microorganismos (Razuri, 1987). .

Los métodos quimicos utilizan soluciones acuosas compuestas por
moléculas fijadoras que establecen puentes entre las moléculas del tejido,
manteniéndolas en sus lugares originales e impidiendo su degradacion. Hay
dos meétodos basicos de fijacion con fijédores liquidos: inmersion y perfusion.
En cualquier caso el fijador debe llegar a todas las partes el tejido lo mas

rapidamente posible (Razuri, 1987).
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La congelacion de los tejidos previamente fijados permite la obtencion de
secciones que pueden ir desde unas 50 ym hasta nm de grosor, para lo que
se utilizan diferentes aparatos: micrétomo de congelacion para secciones de
decenas.de pm, criostato para secciones de entre 5 y 20 ymy ultracriotomo
para secciones ultrafinas del orden .de nm. Para evitar los dafios que se
producen durante los procesos- de congelacion, como la formacién de
cristales de hielo que nos agujerean los tejidos, se pueden usar. a)
Anticongelantes que impidan la formacién de cristales. El crioprotector mas
usado es la sacarosa al 30 %, aunque también se usa el dimetil sulféxido, el
glicerol, etilén glicol y otros. La eleccién de uno u otro depende del tipo de
muestra y de la técnica que se vaya a usar. b) Una congelaciéon lo mas
rapida posible, por ejemplo, con nitrégeno liquido. Cuanto mas rapida es la
congelacion menores son las dimensiones de los cristales de agua formados
(Razuri, 1987).

Fundamentacnon de la tecnlca de mclusnon en parafina

|

Toma de la muestra. Para la toma de la muestra se debe utilizar escarpelos
en buen estado de corte, con la finalidad que durante el proceso no se
presentan los artefactos. El uso de. cuchillos, tijeras u otros instrumentos de
corte grosero, evitarlos definitivamente, son instrumentos que llevan a
obtener la muestra con graderias, bordes irregulares y que también lievan
artefactos. . La muestra a obtener debe medir aproximadamente 1cm?,
suficiente para obtener rebanadas delgadas en el micrétomo. Fijacion.
Inmediatamente obtenida la muestra, debe colocarse en un frasco de vidrio
transparente, y colocarlo en el tanque de inseminacion artificial que contiene
nitrégeno liquido hasta su homogenizacién total de la mueétra.
Deshidratacion. Sometidas a concentraciones crecientes de alcohol etilico,
con el fin de eliminar el agua. de Ias células para que estos espacios sean
reemplazados con parafina. Ac/aram/ento Son sometidos a Xilol con la
finalidad de eliminar la grasa.de las células.y aclarar el tejido. Impregnacion.

Llenar con parafina los espacios dejados del agua, grasa, para facilitar el
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corte. Inclusion. El tejido incluye en parafina liquida para formar los tacos de
parafina para pegarlos al microtomo para su corte en rebanadas finas.

Microtomia. Corte de rebanadas finas en el micrétomo entre 4-8 micras de

espesor (Han, 1998).
Principios de tincion

Todos Ios componentes estructurales de las células poseen densidades
optlcas parecidas, que seria |mp03|ble diferenciarlas. Las tinciones son el
tnico modo de lograrlo. Hoy en dia se cuenta con miles de tinciones y
cdmbinaciones de las mismas. Su reaccion con las células y los tejidos varia
mucho. Algunos colorantes son muy selectivos para ciertos componentes
celulares o titulares. El rojo S de alizarina y la oxitetraciclina tiene capacidad
para los sitios de formacion de la matriz ésea. Hay otras especiales para
algunos materiales celulares (mitocondrias, aparato de Golgi, nucleo) y
extracelulares (fibras reticulare§,_elés_ticas, colagenas). Algunas no .son
selectivas y tifien los compo‘ne‘htes los componentes celulares vy
extracelulares. La hematoxilina (H) y eosina (E) son inespecificos y se usan
con mucha frecuencia en histologia. La eficacia de una coloracién acida o
basica radica en la distribucion de las cargas anionicas y catidnicas
relacionadas con las proteinas .y complejos proteinicos (lipoproteinas,
glicoproteinas) en las células y.en los tejidos. La carga neta sobre estas
substancias esta en funcion del nimero total y la naturaleza de sus radicales

ionizables y del pH de su medio (Romero, 2002).

Los Rifiones

Los rifiones filtran la sangre del aparato circulatorio y eliminan los desechos
(diversos residuos metabdlicos del organismo, como son la urea, el acido
urico, la creatinina, el potasio y el fésforo) mediante la orina, a través de un
complejo sistema que incluye mecapismos de filtracion, reabsorcion y

excrecion. Diariamente los rifiones filtran unos 200 litros de sangre para
producir hasta 2 litros de orina. La orina baja continuamente hacia la vejiga a
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través de unos conductos llamados uréteres. La vejiga almacena la orina

hasta el momento de su expulsion (Greep, 1987).

El peso de los rifiones equivale al 1 % del peso corporal total de una
persona. Los rifiones tienen un lado cdncavo mirando hacia adentro
(intermedio). En este aspecto intermedio de cada rifion hay una abertura,
llamada hilio, que admite la arterial renal, la vena renal y el uréter. La porcion
externa del rindn se llama corteza renal, que descansa directamente debajo
de la capsula de tejido conectivo blando del rifién. Profundamente en la
corteza I6bulo renal. La extremidad de cada pirdmide (llamada la papila) se
vacia en un céliz, y los calices se vacian en la pelvis renal. La pelvis

transmite la orina a la vejiga urinaria via el uréter (Greep, 1987).
Corteza renal

Es la parte externa del rifion y tiene aproximadamente 1 cm de grosor, de
coloracién rojo parduzca y facilmente distinguible al corte de la parte interna
o medular. Forma un arco de tejido situado inmediatamente bajo la capsula
renal. De ella surgen proyecciones .que se situan entre las unidades
individuales de la médula y se denominan columnas de Bertin, contiene el 75
% de los glomeérulos, los tubulos. proximales y distales, recibe el 90 % del
flujo sanguineo renal y su funcion es la filtracion, la reabsorcion y la

secrecion (Greep, 1987).
Médula renal

Las piramides renales (también Ilémadas piramides de Malpighi) son tejidos
del rifdn con formé de cono. La fnéddla renal esta compuesta de 8 a 18 de
estas subdivisiones conicas. La amplia base de cada piramide hace frente a
la corteza renal, y su apice, o papila, apunta internamente, descargando en
el caliz menor (que a modo de embudo confluye en la pelvis renal). Las
piramides parecen rayadas porque estan formadas por”segmentos paralelos

rectos de tubulos renales (Greep, 1987).
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Suministro de sangre

Cada rifdn recibe su flujo de sangrev de la arteria renal, dos de ellas se
ramifican de la aorta abdominal. Al entrar en el hilio del rifién, la arteria renal
se divide en aherias interlobulares mas pequefias situadas entre las papilas
renales. En la médula externa, las arterias interlobares se ramifican en las
arterias arqueadas, que van a lo \‘Iargo de la frontera entre la médula vy la
corteza renal, todavia emitiendo ramas mas pequefas, las arterias corticales
radiales (a veces llamadas las arterias interlobulillares). Las ramificaciones
de estas arterias corticales son las arteriolas aferentes que proveen los
tubos capilares glomerulares, que drenan en las arteriolas eferentes. Las
arteriolas eferentes se dividen en los tubos capilares peritubulares que
proporcionan una fuente extensa de sangre a la corteza. La sangre va a la
médula (las que pertenecen a las nefronas yuxtamedulares), formando la
vasa recta. El suministro de sangre esta ligado a la presion arterial (Greep,
1987).

Néfrona

-A nivel microscopico, el rifion esta formado por 1 a 3 millones de unidades
funcionales, que reciben el nombre de nefronas. Es en la nefrona donde se
produce realmente la filtracion del plasma sanguineo y la formacion de la
orina;.la nefrona es la unidad basica constituyente. Las nefronas regulan en
el cuerpo el agua y la materia soluble (especialmente los electrolitos), al
filtrar primero la sangre bajo presion, y enseguida reabsorbiendo algin
liguido y moléculas necesarios nuevamente dentro de la sangre mientras
que excretan otras moleculas innecesarias. La reabsorcion y la secrecion
son logradas con los mecanismos. de cotransporte y contratransporte
establecidos en las nefronas. y conductos de recoleccion asociados. La
filtracion de la sangre ocurre en el glomérulo, un apelotamiento de capilares
que se encuentra dentro de una capsula de Bowman. Se puede decir que el
prbCeso de la nefrona esta dividido en tres pasos fundamentales (Greep,
1987).

v
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Filtracion renal
Consiste en filtrar cierta cantidad de sangre a través de una membrana que
existe entre la capsula Bowman y el glomérulo. Esta filtracién glomerular se
da gracias a que existe una diferencia de presiones entre la presion
sanguinea y la presion que hay dentro del glomérulo (55 mmHg - 45
mmHg), esta diferencia de presiones favorece que la sangre se filtre hacia

dentro del glomérulo para que se-de la -formacion de orina primaria (Greep,
1987).

Reabsorcion real

Se da a nivel del tubulo contorneado proximal, especificamente en el asa de
Henle, en donde a través del cerebro se dan 6rdenes al rifion para que
absorba contenidos necesitados por el cuerpo. Secrecion es lo contrario a la
Reabsorcién; en esta etapa los componentes sanguineos en exceso son
eliminados por secreciones al tubulo contorneado distal, la secrecion no es
lo mismo que una excrecién, en la secrecion se secretan sustancias a la luz
del tubulo contorneado distal para que sean excretadas finalmente en la
orina. Sistema de conductos recolectores. El liquido fluye de la nefrona al
sistema de conductos recolectores. Este segmento de la nefrona es crucial
para el proceso de la conservacion del agua por el organismo. En presencia
de la hormona antidiurética (ADH,; | también llamada vasopresina), estos
conductos se vuelven permeables al agua y facilitan su reabsorcion,
concentrando asi la orina y reduciendo su volumen. Inversamente, cuando el
‘'organismo debe eliminar exceso de agua, por ejemplo después beber liquido
en exceso, la produccion de ADH: es disminuida y el tubulo recolector se
vuelve menos permeable al agua, haciendo a la orina diluida y abundante.
La falla del organismo en reducir la produccién de ADH apropiadamente, una
condicion conocida como sindrome de secrecion inadecuada de la hormona
antidiurética (SIADH), puede conducir:-a retencion de agua y a. dilucion
peligrosa de los fluidos corporales; que a su vez pueden causar dafo

neuroldgico severo. La falta en producir ADH (o la inhabilidad de los
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conductos recolectores de responder a ella) puede causar excesiva orina,
llamada diabetes insipida (DI). Una segunda funcién importante del sistema
de conductos recolectores es el mantenimiento de la homeostasis acido-
base, después de ser procesado a lo largo de los tubulos y de los conductos
recolectores, el fluido, ahora llamado orina, es drenado en la vejiga via el

uréter, para finalmente ser excluido del organismo (Greep, 1987).

ZONACORTIAL ZONA
{cortezarenal] S MEDULAR
cdpsula kira’mide
renal R S
) _ j Malpighi
colimn,
oy VEND .

arterias= \ V' orteria
interlobulares } renal

cdlizrenal f
tr- uréter.

Estructura del rinén de conejo (Bravo, 1987).

Histologia del rifion

El rindn es una glandula tubular compuesta de tabulos uriniferos, se divide
en Iébulos y lobulillos, en algunas especies hay un solo I6bulo (hombre,
rumiantes pequefos), en otros la lobulacion puede persistir o puede existir
una fusion secundaria (rumiantes). Un Iébulo consta de componentes
corticales y medulares. La porcién medular tiene una pirdmide, cuya base
ancha esta en contacto con la corteza. Una o0 mas piramides se pueden unir
para formar una papila, la porciéon apical y redondeada de la piramide o
piramides que re proyecta dentro del caliz menor. La punta de la papila es
fenestrada (area cribosa), las perforaciones corresponden a las aberturas de



17

los tubulos uriniferos en los célices o la pelvis renal. Una papila se proyecta
en un caliz menor, los calices son continuos en la pelvis renal. Los rifiones
unilobulares o unipiramidales son caracteristicos de los carnivoros,
pequefios rumiantes y caballos. El rifion tiene un solo |6bulo originado de la
fusion de varios 16bulos durante el desarrollo. Una papila Unica de base
amplia forma la cresta renal que esta en relacion intima con la porcion
expandida del uréter en la pelvis renal. El tubulo urinifero del rifién consiste
de una neurona y un sistema de conductos colectores. La neurona es la
porcion del |6bulo urinifero que produce orina y consta de capsula de
Bowman, tibulo contorneado proximal, asa de Henle y tubulo contorneado
distal. El glomérulo red de capilares arteriales y la capsula de Bowman forma
el corpusculo renal. El sistema de tubulos colectores, que colecta, concentra
y transporta la orina, consta de tubulos colectores arqueados, tubulos
colectores rectos, y conductos papilares de Bellini. Cada rifién tiene dos
zonas diferenciadas, una corteza, externa, y una medula, interna (Banks, -
1989). '

La corteza forma una cubierta externa y también unas columnas (las
denominadas columnas de Bertin), que estan situadas entre las unidades

individuales de la medula.

La medula esta formada por una serie de estructuras coénicas (piramides
medulares), cuya base esta en continuidad con el limite interno de la corteza
y cuya punta protruye hacia el sistema colector de la orina (el sistema
calicial) en el hilio del rifion. A esta punta de la pirAmide medular se la

denomina papila.

Cada rinon humano contiene 10-18 piljémides medulares, por lo que hay 10-

18 papilas que protruyen en los calices colectores.

. . : . !
Cada piramide medular, con su cubierta de corteza asociada, constituye un

I6bulo funcional y estructural del riion. Esta arquitectura lobular es
claramente visible en el rifion fetal, pero'se va haciendo menos manifiesta a

medida que el riidn aumenta de tamario al avanzar la edad (Razuri, 1987). .
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Funcion Renal

La orina es producida en el riién mediante la eliminacion selectiva de
sustancias del plasma sanguineo. Una posterior reabsorcién controlada de
agua, iones, sales, azucares y otros, hidratos de carbono, asi como proteinas
de bajo peso molecular, permite al riidn producir una orina con una
composicion adecuada para el medio ambiente interno y las necesidades del

organismo en cada momento. . - -,

Asi, por ejemplo, si se produce un aumento del volumen plasmatico y ia
consecuente dilucidbn por una ingesta considerable de agua, el rifién
excretara el exceso de agua produciendo grandes cantidades de orina
diluida. A la inversa, si hay una restriccidon en la ingestién de liquidos, el

rifidn producira una pequefia cantidad de orina altamente concentrada.

Cualesquiera que sean la cantidad y la concentracién de la orina, ésta
contiene la cantidad de productos de degradacion e iones adecuada para

mantener la homeostasia bioquimica interna,

La incapacidad para producir una orina concentrada o diluida es una
caracteristica importante de la insuficiencia renal, como pone de manifiesto
la-excrecion inadecuada de productos‘de degradacion nitrogenados y otras

sustancias, por ejemplo los iones potasio.

Es importante tener presente que los rifones difieren de la mayor parte de
los demas 6rganos en un aspecto importante. En la mayoria de los 6rganos,
la irrigacién vascular sirve a los tejidos parenquimaticos, proporcionando
oxigeno y otras materias primas que son necesarias para los procesos
metabdlicos del tejido y extrayendo de'los 6rganos los productos de sintesis
celular y los materiales de desecho. Sin embargo, en el rifion, los
componentes parenquimaticos del 6rgano sirven a la irrigacion sanguinea,
puesto que la-funcion del rifion eé, en términos generales, la de filtracion

limpieza de la sangre.
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Asi pues, la unidad parenquimatica del rifién, la nefrona, que esta formada
por el glomérulo y los sistemas: tubulares cortical y medular, puede ser
considerada un complemento del sistema vascular renal, que esta unidad a
él para prestarle un servicio. No es_cvle extrafiar, pues, que el sistema
vascular renal sea cuantitativa estruéthélmente inusual, como consecuencia
de su funcion central. Hay que tener presente que ambos rifiones reciben el
25 % del total del flujo sanguineo que sale del corazén. Por'consiguiente, la
mayor parte de las enfermedades renales importantes y frecuentes se deben
a una anomalia del componente vascular (universidadcatolicadelperu, 2011).



CAPITULO 1IlI

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El presente trabajo de investigacién se llevo a cabo el distrito de Cajamarca.

El estudio histologico se realizd en el Laboratorio de Embriologia e

Histologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad

Nacional de Cajamarca. La coloracién de las muestras se realiz6 en

SENASA - Lima.

Datos Geograficos y Meteoroldgicos (*)

Altitud

Temperatura maxima
Temperatura media

Témperatura minima

Humedad relativa promedio anu‘al'
Precipitacion pluvial promedio

Insolacion promedio anual

2650 msnm

0°C

11°C

7°C

. 75%

578 mm

 3-6 horas/dia

(*) Fuente: SENAMHI — Cajamarca 2014-primer trimestre



MATERIALES

Biolégico

Diez conejos adultos

Equipos de laboratorio

Microscopio Compuesto con camara incorporada
Micrétomo de rotacion para parafina

Lérﬁfnas porta y cubre objetos

Bafio maria

Estufé

Ta_nque criogénico con nitrogeno liquido de 3 kilos
Cuchillo

Reactivqs

Gelatina él 5%

Alcohol acido

Etanol absoluto

Fqsfato buferado salino (fbs)
Soluci()n de formol al 10%
Xilol

Parafina 56°

Parafina 58°

Se’t de qo!oracic')n (Hematoxilina- Eosina)
Albﬁmina Qlicerinada

Balsamo de Canada

21
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Material de campo

Mandil

Guantes de jebe

Material De escritorio

P'ape‘l bond

'Libreta de apuntes

CD’s.

METODOLOGIA

Seleccion de conejos

Se utilizaron 10 conejos adultos de ambos sexos de la raza california para el

presente éstudio, los cuales fueron adquiridos de la granja Santa Barbara.

Fijacion con nitrogeno liquido

1.

Una vez obtenida la muestra de tejido renal de conejo (bloque de 1
cc), se colocd en una bolsa pequena de plastico transparente.
Inmediatamente, la bolsa de plastico que contenia la muestra, se
coloco en un tanque criogénico con nitrégeno liquido para su fijacion a
-190°C.

.. Alos 4 dias de permanencia de las muestras en el nitrégeno liquido,

fueron sacadas para observarlas y determinar el grado de fijacion
que presentaba el tejido.

A partir de la fecha, los bloques de tejido fueron revisados todos los
dias, hasta que sus caracteristicas fisicas mostraron condiciones
optimas para seguir con la deshidratacion segun los pasos de la

técnica de inclusion en parafina.
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5. A partir del dia 17 hasta el dia 22, se determind el tiempo ideal de
fijacion, todo el bloque mostré una coloracién oscura homogénea y un

endurecimiento del tejido para facilitar su corte.

6. Trabajo de laboratorio (histologia)

Método de Inclusion en Parafina

1. Toma de muestra de tejido renal de conejo (1 cé).
~ 2. Fijacion. La fijacion de las muestras fueron en nitrégeno liquido hasta
que el tejido esté fijado homogéhéamente.

3. Deshidratacion. Seguidamente, las muestras fueron sometidas a
concentraciones crecientes de alcohol etilico en soluciones de 80°, 95°
y alcohol absoluto hasta Iadeéhidratacién total.

4. Aclaramiento. Efecto de aclaramiento de las muestras se llevo a
cabo con xileno en tres bafios en vasos Coplin.

5. Impregnacién. Terminado el proceso de aclaramiento por tres horas,
las muestras se colocaron en soluciones de concentracion creciente
de parafina. Permanecieron durante todo el proceso (6 horas) a
temperatura de derretlmlento (60 C)

6. Inclusién. Las muestras se Ias |nc|uyo en bloques de parafina dl|UIda
obteniendo tacos de 'parafina que contenian las muestras
correspondientes. Se las dejo enfriar al aire libre por 24 horas, y para
permitir un proceso satisfactorio, Iuégo permanecieron por 72 horas en

refrigeracion.

La Microtomia y la coloracion: segun. el método de Hematoxilina Eosina,

se llevo a cabo en el Laboratorio de Histologia SENASA-Lima.

TRATAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Para el S|gwente trabajo se utilizo, Estad|st|ca Descriptiva



TABLA 1.

CAPITULO IV

RESULTADOS

Descripcion del viraje, producido en el Tejido Renal de conejo

sometidas a la Fijacién por Crlogemzacnon

Cambios Fisicos de la capsula, corteza, y medula del riion de conejo (Tamano, Forma, Color,

Consistencia)

< 1.3 4 7 12 17 22 27
Dias Dias Dias Dias Dias Dias Dias
+Tamafio y +Tamafo +Tamafio +Forma +Tamano +Separacion
formal normal reducido reducido aplanada reducido dela
Bloque de | del bloque +Consistencia | +Consistenc | +Consistencia | +Consistencia | capsula
Tejido +Consistencia | blandadel | ia endurecida del | endurecida del | +Bloque de
renal sin blanda del bloque blanda del bloque bloque tejido muy
cambios bloque +Capsulay " bloque +Capsula, +Color oscuro | endurecido
fisicos +Capsula 'y corteza oscura | +Capsula, corteza y ; homogéneo
aparentes | corteza oscura | +Médula roja éprteza y médula oscuro
+Médula color médula homogéneo
roja oscura
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DESCRIPCION DE LOS HALLAZGOS HISTOLOGICOS ENCOTRADOS
EN TEJIDO RENAL DE CONEJO SOMETIDOS A LA FIJACION POR
CRIOGENIZACION.

(Coloracion: hematoxilina-eosina 40x)

Fig 1. Tejido renal de conejo. Capsula y corteza renal. (a) Capsula renal
formada por fibras de tejido conectivo denso de un color rosa, (b)
Corteza renal, claramente separado del tejido capsular, de un color

morado oscuro, (¢) Vasos sanguineos corticales sin coloracion
aparente.
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(Coloracion: hematoxilina-eosina 40x)

Fig 2. Corteza renal de conejo. (a) Corpusculos renales esféricos que
detallan en su interior la red capilar, (b) Tabulos renales del
parénquima renal, (¢) Vasos sanguineos corticales sin coloracion

aparente.
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(Coloracion: hematoxilina-eosina 40x)

Médula renal de conejo. (a) Corplsculo renal de la corteza de un
epitelio plano simple, en su interior alberga la red capilar, (b) Tibulos
renales recubiertos del epitelio de revestimiento. (c) Coloracién rosa
en el intersticio debido a sustancias posiblemente proteicas.



Fig4.
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(Coloracién: hematoxilina-eosina 40x)

Pelvis renal de rifidn de conejo. (a) Papilas renales (b)
Numerosos vasos sanguineos, (¢) Porcion medular profunda,
Tdbulos delgados del asa de Henle. -
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CUADROS HISTOPATOLOGICOS ENCOANTRADOS EN TEJIDO RENAL
DE CONEJO FIJADOS CON EL METODO DE CRIOGENIZACION.

(Coloracion: hematoxilina-eosina 40x)

Fig 5. Zona cortical. (a) Necrosis renal. (b) Corpusculos renales pequenos.
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(Coloracion: hematoxilina-eosina.40x)

Zona medular profunda. (a) Pequefias zonas hemorragicas
alrededor de los tabulos renales.
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CAPITULO V

DISCUSION

Habiendo terminado con la parte experimental de las muestras de tejido
renal de conejo sometidas a la fijjacibn mediante el método de criogenizacién
con nitrégeno liquido. En la Tabla 1, se describen los diferentes cambios de
conservacion que experimentaron los bloques del tejido. Las caracteristicas
fisicas favorables de fijacion fueron ‘encontradas entre los 17 al 22 dias,
después de este tiempo el tejido renal se encontro muy endurecido y con
desprendimiento capsular, caracteristicas que no garantizaban una buena
fijacion y que no favorecian a una buena coloracién. Bravo (1987), refiere
que la criogenizacion de cuerpos enteros u 6rganos independientes cuando
alcanzan el frio extremo, mantienen las células, tejidos y 6rganos a lo largo

del tiempo.

Este componente de conservacion, no es otro, que el nitrégeno liquido, ya
que el frio extremo en este caso se alcanzé a los 17-22 dias al igual que el
autor pudimos comprobar que se observan las estructuras bien definidas a la

observacnon mlcroscop|ca

En la Fig 1y Fig 2, observamos‘ que los tejidos renales sometidos a la
fijacion con nitrogeno liquido, beneficiafon a la coloracion, en este caso, a la
Hematoxilina-Eosina, se advirtieron - caracteristicas de contraste de
coloracion entre los componentes del .estroma frente a los constitutivos
funcionales, la capsula de color rosa formada por tejido conectivo fibroso,
frente a los constitutivos del parénquima de un color violeta. Greep (1987),

manifiesta que los fijadores mantienen la estructura biologica para ser

]
}
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sometidos a una técnica de tincion espécial y obtener muestras de excelente
calidad. Se puede preservarse la actividad enzimatica congelando los tejidos
frescos en ciertas condiciones, o mediante la congelacién. Marquez (1990),
resalta las propiedades de los fijadores en cuanto a que estos: impiden la
autolisis, endurecen los tejidos para facilitar su corte, mejoran el efecto de
los colorantes por su accion: mordiente, estabilizan los componentes
estructurales para su conservacion como se pudo observar en nuestra Fig 3

y Fig 4.

Se Iogrc')' establecer el viraje de la fijacion dentro de la técnica de inclusidén en
Paraﬂna, reemplazando la fijacion quimica, con el nitrdgeno liquido
(criogenizacion) como fijador fisico en tejidos renales de conejo. Dando a
conocer una técnica alternativa para el estudio histoloégico de las diferentes
muestras en 6rganos o especnes que requneran este tipo de estudios.

Observamos que los tejidos renales sometldos a la fijacion con nltrogeno
liquido, beneficiaron a la coIoracnon,_en._ﬁeste caso, a la Hematoxilina-Eosina,
se advirtieron caracteristicas de contraste de coloracidn entre los
componentes del estroma frente a los, constitutivos funcionales, la capsula
de color rosa formada por tejido. conectivo fibroso, frente a los constitutivos
del parénquima de un color violeta. Razuri (1987), manifiesta, que los
fijadores mantienen la estructura biolégica para ser sometidos a una técnica
de tincion especial y obtener muestras de excelente calidad. Al igual que las
ColoraC|ones para estudios hlstopatologlco también obtuvimos muestras de
buena calidad como se observan en las Fig 5, se pudo observar: (a)
Necrosis renal. (b) Corpusculos renales pequenos. Y en la Fig 6, se pudo
observar en la Zona medular profunda (a) Pequefas zonas hemorragicas
alrededor de los tubulos renales. v
} ‘ .:C_',’

Dentro de los fijadores quimicos mas usados por investigadores y técnicos
médicos encontramos: formaldehido b,ufferado,' tetradxido de osmio, liquido
de Zenker, glutaraldehido, paraformaldehido, alcohol etilico, acido acético,

acido picrico, bicromato de -potasio, el cloruro de mercurio y los acidos
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cromico y ésmico. El éxito del trabajo de laboratorio, dentro de una técnica
especifica, sea esta de inclusion en parafina o inclusién en plastico, es la

buena fijacion (Razuri, 1987).

La criogenizacién como método fisico' de fijacion, cumple con la misma
funcion de conservacion, lo que nos llevod a obtener los mismo resultados,
teniendo en cuenta los resultados fueron satisfactorios, y un diagnostico real
de lo observado. El tiempo optimo de la fijacion por criogenizacion del tejido
renal, es mucho mayor con una técnica fisica, se produce a partir del dia 17
al 22, luego de este tiempo, los bloques de tejido se endurecen y existe
separacion capsular. Obedeciendo asi al objetivo planteado que era de
determinar las propiedades de fijacién utilizando una técnica fisica.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Después de haber analizado los resultados del presente ftrabajo de

investigacion, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.

Que la técnica de criogenizacion, utilizando nitrégeno liquido a una
temperatura de -190°C, como fijador de tejido renal de conejo, conserva
en Optimas condiciones las estructuras estromales y parenquimatosas

del érgano.

El tiempo Optimo de la fijacion por ‘criogenizacic’)n del tejido renal, se
produce a partir del dia 17 al 22, luego de este tiempo, los bloques de

tejido se endurecen y existe separacion capsular.

Existe afinidad de los tejidos renales fijados por criogenizacion, hacia los
colorantes, en este caso hacia la Hematoxilina-Eosina. (Tanto para un
estudio histolégico o un estudio histopatolégico como pudimos observar

en el estudio realizado).

El tiempo de fijacibn mediante esta técnica es mucho mayor en
comparacién a los métodos quimicos existentes, pero eficiente si se

tiene el tiempo adecuado.
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ANEXO

ANEXO 1. FOTOGRAFIAS QUE MUESTRAN LOS PASOS DE LA
METODOLOGIA.

Fotografia 1. Inmediatamente después del sacrificio del conejo, se coloca
sobre una mesa acanalada de cibito dorsal. Se disecciona
por la linea media y se exponen los dos rifiones (lzquierdo y

derecho).
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Fotografia2. Toma de la muestra de tejido renal de conejo. De cada uno
de los rifiones (RiAdn derecho e izquierdo) se toma un
bloque de tejido de 1 centimetro cubico aproximadamente, el
cual es depositado en una bolsa pequefia de plastico
transparente donde permanecerd durante el tiempo de
fijacién.
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Fotografia 3. La bolsa plastica que contiene el bloque de tejido renal, se
coloca en el tanque que contiene nitrégeno liquido como
fiiador fisico (Criogenizacién), a una temperatura de —

190°C.
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ANEXO 2.

1. Microtomia. Obtenido el endurecimiento y enfriamiento de los tacos
de parafina, se los monté al micrétomo de rotacién, para obtener
rebanadas de tejido a 5 — 8 micras de grosor. Estos cortes se
extendieron en Bafo Maria (37°C — 40°C), que previamente contiene
gelatina adhesiva. Se recupera el corte con una lamina portaobjetos,
se las deja secar al aire libre hasta el momento de colorearias.

2. Coloracidon. Una vez seca la muestra. Se la lleva a cabo la coloracion

con Hematoxilina-Eosina.

3. Montaje. Finalmente, se realiz6 el montaje, adicionando 1 gota de
Balsamo de Canada, como pegamento, se colocé una laminilla
cubreobjetos, evitando por presién la formacion de burbujas de aire.
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ANEXO 3. TECNICA DE INCLUSION EN PARAFINA. LABORATORIO
DE EMBRIOLGIA E HISTOLOGIA DE LA FACULTAD DE

CIENCIAS VETERINARIAS.

Fotografia 5. Fijacion: Observacion periédica del bloque de tejido renal de
conejo, criogenizado, para observar sila muestra retne las
condiciones anatémicas y fisicas para seguir con la Técnica
de Inclusién en Parafina.
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Fotografia 6. El bloque de tejido renal a la observacion y palpacion (color
oscuro homogéneo y consistencia dura), entre los 17-22 dias
de criogenizaciéon, se encuentra en condiciones para
proseguir con la técnica.
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Fotografia 7. Deshidratacion: El bloque de tejido renal de conejo, entra al
primer bafio de alcohol etilico 80°C, para luego seguir con
los bafos de alcohol de concentracion ascendente.
Aclaramiento: Luego de la deshidratacion, los bloques de
tejido renal entran a tres bafios de Xilol.



Fotografia 8. Confeccion de tacos de parafina. La muestra de tejido
renal de conejo es colocada en moldes metalicos que
contienen parafina diluida para formar los tacos
correspondientes.
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Fotografia 9. Diagnostico histolégico de las muestras de tejido renal de
conejo.



Fotografia 10. Toma de Microfotografias de cortes histologicos de tejido
renal de conejo.

46
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ANEXO 11. PREPARACION DE FOSFATO BUFFERADO SALINO (FBS)

FBS = 0,15 M CLORURO DE SODIO Y 0,01 M FOSFATO
MISHEL and STANLEY.

1. Dentro de un beaker con capacidad para un litro, se coloca una barra
imantada.

2. El beaker es llenado con 800 ml de agua recientemente destilada.

3. .Se coloca asi el beaker sobre el plato del agitador magnético, agitando
lentamente.

4. Se adiciona 1,194 g de fosfato s6dico bibasico anhidro y 0,256 g de
fosfato sédico monobasico monohidratado. Se continua agitando hasta
que disuelva (se puede someter a calor si es necesario). ’

5. Si ha usado calor se espera a que enfri¢ y se mide el pH en un
peachimetro ajustando' si es necesario con 1,0 N di hidroxido de sodio

hasta que el pH se encuentre entre 7,2y 7,4.

Nota: La preparacion del 1,0 N de hidroxido de sodio se hace
disolviendo en un beaker con capacidad para 100 ml 4 g de NaOH en
80 ml de agua destilada, se transfiere esta solucion a un frasco
volumétrico de 100 ml y agrega 20 ml de agua destilada agitando la
solucion. '

6. Se continla agitando la solucion y se agrega 8,766 g de NacCl
esperando que disuelva. R

7. Se transfiere la solucion hééia' u frasco volumétrico de 1 litro y se

adiciona 200 ml de agua destilada agvitando constantemente.
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ANEXO 12. SOLUCION DE FORMOL BUFFERADO NEUTRAL AL 10%.

Formol 40%..............cccceeenn.. s s 100 ml
Aguadestilada ... 900 ml
Fosfato sodico monobasico............... e, 49
Fosfato sédico bibasico anhidro........................c.o. .. S 6,59

ANEXO 13. GELATIVA ADHESIVA AL 5%
Gelatina farmacéutica............ s LT TP PP P PP PR P PRI TRPRS PRRTPEN 54¢.
Aguadestilada. ..o 100 ml.

Disolver con ayuda de calor. Adicionar varios cristales de timol para
preservar. Para uso, mezclar completamente tres cucharadas de la solucién

de la gelatina al 5% por 1000 ml, en el bafio de flotacién.
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ANEXO 14. HEMATOXILINA DE HARRIS.
STOCK DE EOSINA AL ALCOHOL AL 1%.

Eosina (amarillenta), agua soluble......... e 19.
Agua destilada......................... e 20 ml.
Disolver y adicionar.

FN[olo 2ol IS 1) TP 80ml.

SOLUCION DE EOSINA PARA TRABAJO
Stock de eosina alcohdlica al 1% ....................... 1 parte.
AICONOl B0%.ueiiiiiieec 3 partes.

Justo antes de usar, adicionar 0.5 ml de acido acético glacial por cada 100

mi de colorante y remover.

ANEXO 15. ALCOHOL ACIDO.

AICONO! 70%.. e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeeseeeeeeeeee e seesessesssenenennsees 100 mi.
Acido clorhidrico concentrado.:...“....'..'..“.".: ................ R 1 ml.
CARBONATO DE LITIO SATURADO AL 1%

Carbonato de litio...................... JEUU T U O T U TR TR 1g.

Agua destilada. ... e, 100 ml.
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ANEXO 16. TECNICA DE DESHIDRATACION, ACLARAMIENTO,
IMPREGNACION E INCLUSION (TACOS) DE MUESTRA
ENVIADOS AL LABORATORIO.

DESHIDRATACION
. 1. Lavado en agua corriente............coovieiiiiiiinienninns 5'-10°
2. AICONOI 80%. ..o, e 1 hora
3. AICONO 95 e e e e 1 hora
4. Alcohol 98%.........ooii 1 hora
5., AICONOl 100 0. e e 1 hora
B. AICONON 100%. . oo s 1 hora
7. Alcohol 100%......ccoveviiiiinnnn, e 1 hora
ACLARAMIENTO
8. Xl o s 1hora
B T (1 o] 1 hora
10 X0l e UTUTR 1 hora
IMPREGNACION
11.Parafina 56°-58°, ... .o 2 horas
12.Parafina 56°%-58°. ... ..., 2 horas
13.Parafina 56°-58°......... P 2 horas
INCLUSION

14.Confeccién de tacos
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ANEXO 17. TECNICA DE COLORACION DE HEMATOXILINA-EOSINA

A O A L

NONONRN N N NN R R P | R | b s e
TN O 1AW ROV N OO DS WO R, O

TIEMPO DE DURACION.

X0l oo S S £ s e s s 3 minutos
Xilol oo e 3 minutos
Alcohol absoluto al 100 % ............ e 3 minutos
Alcohol absoluto al 100%........evvieiereiiirieeeeecccrrreee e 3 minutos
Alcohol absoluto al 95% ......... e 3 minutos
Alcohol absoluto al 95% ........ccoovviiiiiii 3 minutos
Alcohol absoluto al 70 % .....evvviiiiiiiie 3 minutos
Aguadestilada ..o 3-5
Aguadestilada .........cooiiiii 5 minutos
JHematoxiling ..o, 5-10
CAQUE SHIATA ... 3-5
. Alcohol acido-ehjuagar....l....}.’;‘....“...‘ ..................................... —
- AQUA ESIAA-CMJUAGAT ... e oo e
.Carbonato de litoal1 % ............. ettt e 2 minutos
.Lavadoagua corriente ..ot 10 minutos
. Lavado agua destilada ................ fiew s s o s+ 0 i e ¢ s SO 5 minutos
. Alcohol absoluto al 70% ....cccocvveviiii e, 3 minutos
CEOSING L 1-5
19. Alcohol absoluto @l 70%......cccivvviiiieiiiiieceieer e 3 minutos
. Alcohol absoluto al 95% .................................. 2 minutos
. Alcohol absoluto al 95% ..., 2 minutos
. Alcohol absoluto al 100% ........ccoooveviiiiiiiiiienne, o B A 2 minutos
. Alcohol absoluto al 100% ......coviiiiii e, 2 minutos
Xilol e cansmmngnee iy T P——— TR ——— 3 minutos
XIHOL e, e st Pt s s s 3 minutos
X0l o) e, 3 minutos
. Colocar una gota de balsamo de Canadé sobre la lamina portaobjetos y

' cubrir con la lamina cubreobjetos.

28

. Observar al microscopio.



