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RESUMEN

Ch
El presente trabajo de investigacion se realizé en la Provincia- de
Cajamarca-Peru, con el objetivo de determinar la afinidad tintorial del
tejido del cerebro y cerebelo de conejo, con la técnica de coloracion
tricromica de Masson. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio
de Embriologia e Histologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de Cajamarca. La técnica de coloracion tricrdmica
e Masson, se realiz6 en la Universidad Peruana Cayetano Heredia-Lima.
La afinidad del tejido nervioso del cerebro y cerebelo por el colorante
tricromico de Masson, tiene buenos resultados con los elementos
celulares (neuronas), mas no con las células del sistema glial y fibras
nerviosas. '

Palabras Claves: Coloracion . tricromica de Masson, tejido nervioso,
conejo.



ABSTRACT

This research was conducted in the Province of Cajamarca-Peru, with the
aim of determining the staining affinity of the tissue of the brain and
cerebellum of rabbit, with the technique of Masson trichrome staining. The
samples we reprocessed at the Laboratory of Embryology and Histology,
Faculty of Veterinary Sciences, National University of Cajamarca. The
technique and Masson trichrome stain in was performed at the Universidad
Peruana Cayetano Heredia, Lima. The affinity of nervous tissue of the brain
and -cerebellum by Masson trichrome stain, has good results with the cell
elements (neurons), but not with glial cells and nerve fiber system.

Keywords: Masson trichrome coloration, nervetissue, rabbit.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La afinidad de los elementos celulares, fibrilares y constitutivos intersticiales
de un determinado tejido organico, tienen diferente apetencia por los
colorantes de uso cotidiano acidos o basicos, de tal manera, que al final de
la coloracion, cada uno muestra diferente apetencia por determinado
colorante. Este principio fundamental acido o basico que muestran los tejidos
de un o6rgano, determinan la quimica de lo que estan formados estos
elementos estructurales del tejido. Por lo tanto; en los 6rganos de los
animales o del hombre, habra elementos acidéfilos y basoéfilos de acuerdo a

su afinidad tintorial.

Durante la elaboracién de una muestra de tejido animal o vegetal para su
estudio de los elementos constitucionales microscopicos, se sigue
determinados pasos exigidos de acuerdo a una técnica especifica de
preparacion y coloracion, - el .profesional especialista en preparados
histolégicos o histopatologicos; en:.estos: casos, debe estar plenamente
capacitado para interpretar los: resultados y emitir un diagnéstico del
preparado o corte microscopico: - ’
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Es necesario explicar, que el cerebro y cerebelo estan constituidos por
estructuras que necesitan una técnica-de coloracién especial, en este caso,
el colorante tricrémico de Masson que sera utilizado en conejos tiene buenos

resultados de coloracion.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

‘Determin‘avr la afinidad tintorial delnﬂtejid’o' cerebral y cerebelar de conejo, con

|bs 'c'olo'r‘antes usados en la coloracion tricromica de Masson.
OBJETIVO ESPECIFICO

Diferenciar los elementos estructurales del tejido cerebral y cerebelar del

conejo, que tienen afinidad al colorante tricromico de Masson.

HIPOTESIS

Los elementos estructurales del tejido nervioso del cerebro y cerebelo de

conejo, tienen afinidad al colorante tricrémico de Masson.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Histologia del cerebro

La corteza cerebral tiene varias cualidades Unicas que le han permitido
desarrollar rapidamente en un corto espacio de tiempo evolutivo, sin alterar
el resto del sistema nervioso. En partlcular su papel es analizar los sentidos
y dirigir la actividad del resto de| sistema’ nervioso, sin estar involucrado en la
limpieza basica y regulacion corporal. La palabra corteza significa una capa
externa como la corteza de un arbol. La corteza cerebral es una lamina de
neuronas y glia que cubren el cerebro, una de las caracteristicas mas
llamativas de la corteza cerebral es lo poco que su estructura celular varia
de regién a region, incluso entre Ias areas que se ocupan de diferentes tipos
de informacion sensorial. Esto refleja la naturaleza abstracta del
procesamiento cortical. La corteza del cerebro esta constituida por neuronas
piramidales, prolongaciones nerviosas y elementos de la glia de soporte. La
6rganizacic’)n general neuronal de la corteza es, comenzando por la periferia,
la siguiente: capa molecular (1), capa:granular externa (Il), capa piramidal
externa (lll), capa granular interna.(lV),- capa piramidal interna (V) y:capa
multiforme (VI1). Las neuronas de’tipos similares tienden a ocupar la misma
capa de la corteza cerebral, aunque cada una de éstas se compone de
diferentes tipos celulares. Para facilitar la descripcion, las neuronas a
menudo se clasifican en dos grandes'grupos: células piramidales y células
estrelladas o no piramidales. Los-somas de las células piramidales tienen
forma de piramide con una larga dendrita apical, generalmente orientada

G
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hacia la superficie de la corteza cerebral y atravesando las capas un unico
axon penetra en la _sustancia ‘blan‘ca subyacente. Estas células se observa‘n
en las capas I, llly V y en menor, numero en la capa (VI) En la capa
plramlda| interna (V) del I6bulo frontal eX|sten grandes neuronas plramldales
(células de Betz). El soma de Ias celulas estrelladas (no piramidales) no es
plramndal y no poseen dendrita aplcal. ,E‘ll‘as_ aparecen en todas las capas de
la corteza cerebral, concentrandose ,9h la capa granular interna (IV). Los
impulsos que llegan a la corteza, alcanzan inicialmente a las células
estrelladas, de las que se trasmite a las células piramidales por medio de los
axones verticales de las células no piramidales. Los axones de las células
piramidales salen de la corteza, dirigiendose a otras zonas cerebrales y a la
meédula espinal. El trabajo principal de la corteza cerebral es analizar,
predecir y responder a los acontecimientos ambientales (Watson et al.,
2010). . Cae T

i
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La Fijacion dentro de la técnica histolégica : i

La fuacuon es el paso fundamental detras del estudio de la patologla y
esencialmente existe para prevenlr la- autolisis y la degradacion de Ios
componentes del tejido, de tal man"era que se pueden observar tanto
anatbmicamente y mlcroscoplcamente despues de seccionamiento. Existe
un gran numero de fuadores que se usan durante décadas, o en el caso de
formaldehido mas de un siglo, mientras que otros sélo se han creado en los
Gitimos 10 afios. Para tratar de clasificar 10s fijadores se pueden colocar en
dos categorias: fisicos y quimicos "(oxid'éntes y reductores). De tal modo, si
un investigador desea estudiar la estructura de gotas de grasa, fijaré los
tejido‘s en formaldehido u otros agentes quimicos que estabilicen las grasas
y -evitar el empleo de alcohol u otros productos organlcos que extraigan los
|IpIdOS del tejido. Se emplean fuadores que estabilizan o coagulan las
protemas para preservar la estructura’ general del nucleo y del mtoplasma
que légicamente contienen sustancias..proteicas. Por otro lado, se obtlene
i
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mayor resolucion y menor disto,‘r_s‘i(;',)n:'qa.._las‘ estructuras celulares cuando se
utilizan fijadores que producen coagulos finos, eludiendo aquellos que lo
hacen en forma grosera. El formaldehido, suscita una precipitacion proteica
que permite una alta resolucién sin producir distorsidn aparente de las
estructuras. Actualmente se dispone de métodos de coloracion para detectar
la-actividad enzimatica, el fijador empleado para este proposito ha de ser
muy suave, pues la mayoria de los fijadores quimicos tienden a dafiar las
enzimas hasta inactivarlas, siendo por tanto imposible detectarlas. Puede
preservarse la actividad enzimatica congelando los tejidos frescos en ciertas
condiciones, o 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 observacion en preparaciones microscopicas.
(Howat y Wilson, 2014) '

Fijadores quimicos T &

Los fijadores tienen por flnahdad detener la vida de las células e lmpedlr las
modificaciones post morten que pueda sufrir la célula (procesos
autolltucos) manteniendo la estructura morfologlca de células y tejidos sin
que ocurran cambios notables en ellos Esto se consigue inmovilizando
(por coagulaciéon o preuputacnon) las moleculas protelnlcas e inhibiendo
principalmente las enzumatlcas hamendolas insolubles. Esta accién
garantiza la integridad de las celulas y tejidos. Existen fijaddres a base de
alcohol, por ejemplo el karnoy el cual es un buen fijador para el glucogeno |
para los hidratos de carbono y para las protelnas fibrosas. Es bueno para
wsuahzar los &cidos nucleicos, aunque no la morfologia nuclear. Puede;
producir retracciones tisulares; esta formado por etanol absoluto 60 %,
cloroformo 30 % y acido acético gIacuaI 10 %. Otro ejemplo tenemos el
liquido de bouin que esta formado por acido picrico, formaldehido y acido

acético glacial. Es una solucién muy: utilizada para el procesamiento de



tejidos que se incluiran en parafina y va cuyas secciones se le pueden
aplicar un amplio espectro de tinciones. Es muy util para tejidos blandos y
embriones, preserva bien el nucleo y él gl'ucégeno. Antes de la inclusién en
parafina es conveniente eliminar el acido picrico mediante lavados en
aléoho| de 70°, porque puede hacer que no se produzca una buena
inclusic’)n 0 que las tinciones no sean adecuadas. Pero sin duda, el fijador
_mas investigado por su mecamsmo de accuon es el formaldehido, el cual

acttia mediante la formacion de puentes entre las moléculas tisulares. Se
utlllza a concentraciones proxmas aI 4 %. Es un fuador ampliamente usado
por la buena preservacion del t_ejldo,,actua como conservante, produce
poca retraccion tisular, es un buen fijadbr para lipidos, es compatible con la
mayoria de las tinciones histovlégicas,‘ incluidas las de inmunocitoquimica e
hibridacién de acidos ribonucleicos. Las propiedades mas resaltantes de
los fijadores son: 1) Impiden-la a‘uto“l'-isis; 2) Endurecen los tejidos para
facilitar su corte; 3) Mejora el efecté}de los colorantes por su accion
mordiente; 4) Minimiza el filtrado de'f-_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 (Montalvo, 2010). & i -

Histologia del cerebelo . |

El cerebelo es un érgano impar y medio, perteneciente al SNC, alojado en la
cavidad craneana, mas concretamente en la fosa posterior. El patron
histolégico de la corteza, es'bési’ca_ménte igual en todas las areas y se
puede considerar que es la suma‘de multitud de unidades histofuncionales
¢onocidas como laminillas. El' cerebelo es una estructura que presenta un
eje de sustancia blanca central rodeado:por la sustancia gris periférica que
se denomina corteza y que acaba en-la superficie del drgano revestido por
las meninges. En la corteza podemos' diferenciar dos capas de morfologia

muy diferente, que desde la sustancia blanca hasta las meninges son: la



capa granulosa, granular o de los granos y la capa molecular o plexiforme.
En el limite entre las dos capas, llama la atencion la disposicion de los
somas de unas neuronas grandes: las células de Purkinje, que se sitian
alineados y algo separados entre si y que ocasionaron que la mayoria de los
tratados lo consideren una capa individualizada. Estas células son
posiblemente las mas importantes de la corteza. En la inmensa mayoria de
los tratados se describen tres capas enla corteza cerebelosa: granulosa, de
las células de Purkinje y molecular, aunque también se puede considerar la
existencia de la primera y la ultima, puesto que los somas de las células de
Purkinje no forman una capa continua. La capa granulosa esta ocupada por
innumerables somas redondos de: células pequefas, cuyos nucleos
presentan cromatina relativamente ‘densa, lo que les confiere un aspecto
linfocitoide. El elemento celular predominante es el grano del cerebelo. Junto
a ellas existen otros elementos conocidos como celulas estrelladas grandes.
Por otro lado la capa molecular fundamentalmente estad constituida por un
plexo muy tupido de axones y dendritas, entre el que se distribuyen como
salpicados los somas de los Unicos elementos neuronales que residen en
ella y que son las células estrelladas pequefias, que pueden ser superficiales
(células estrelladas de la terminologia actual) y profundas (células en cesta).
Las células estrelladas son neuronas de soma pequefo, poligonal o
estrellado, que alberga  un nucleo de-cromatina laxa y un citoplasma con
pocos organoides. Las dendritas:que: se ramifican en el plano transversal,
parten de cinco o seis troncos dendriticos principales y generan un plexo
circunscrito de ramas varicosas provistas de espinas. Las células en cesta
son elementos cuyo soma esta justo por encima de la hilera de somas de
Purkinje, presenta morfologia triangular ¢ estrellada. Tienen un nucleo
lobulado y excéntrico, ademas su ‘citoplasma posee escasos organoides
concentrados en el polo que deja. libre el nlcleo; los grumos de Nissl son
pequefios y escasos, el complejo.de: Golgi y el reticulo endoplasmatico liso
son poco prominentes. Las dendritas que se ramifican en el plano
transversal pueden ser cortas ydescendentes, pero lo habitual es que

asciendan hasta el tercio superior de la capa plexiforme. Existen dos tipos de



fibras aferentes que llegan a la corteza cerebelosa: Las fibras musgosas y
las fibras trepadoras, ambas ingresan en la corteza desde la sustancia
blanca y van a conectar con elementos neuronales de la misma. Las fibras
fnusgosas son gruesas fibras mielinicas que penetran en el cerebelo por
cualquiera de los pédl]nculos y que después de dividirse profusamente en la
sustancia blanca, dan ramas que terminan en los nucleos grises. Y las fibras
trepadoras son fibras de menor diametro qUe las musgosas que penetran a
través de los pedinculos cerébeldsos, ‘éstas traviesan la capa granulosa de
forma casi rectilinea alcanzan el nivel del soma de las células de Purkinje, la
fibra pierde la mielina y da colaterales ascendentes que trepan a modo de

lianas por los troncos dendriticos principales. (Fernandez, 2014)

Tincién tricromica de Masson

La tecmca histoquimica de coloracnon tricromica de Masson dlferenCIa
mediante tres colorantes distintos, tres tlpos de estructuras, como son los
nacleos, el citoplasma y el tejido conjuntlvo Esta técnica se aplica a biopsias
fi ijadas en formol tamponado al 10 Yo, por lo cual sera necesario desparaflnar
e hidratar. Ademas cada paso que |Ieva la técnica requiere tlempos largos, de
tal manera que el tlempo total necesarlo para su realizacion es de 60 mlnutos
Fundamento: En pnmer |ugar se tlne Ias secciones con un tlnte aC|do tal
como escarlata de Biebrich. Todos Ios elementos aC|dof|Ios deI tejldo tales
como el citoplasma, el musculo y el colageno se uniran a los tintes aC|dos
Las‘ secciones entonces se tratan con acido fosfotingstico y/o
fosfomolibdico, ya que el citoplasma es mucho menos permeable que el
colageno; los acidos fosfotungsticos permiten que la escarlata de Biebrich se
difunda hacia afuera del cdlageno, pero no del citoplasma. Los acidos
fosfotungsticos y/o fosfomolibdicos tienen numerosos grupos acidos que
probablemente acten como medio d‘e'lunién entre el colageno y el azul de |a
anilina que es el tinte de cdlageno.-‘.'P.rabablemente el pH de la. solucion

fosfotungstico y fosfomolibdico .también- aumente la coloracion y ayude al
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colageno en la difusion o el retiro .de los. colorantes. Cualquier tejido con
componente conjuntivo, en especial .con contenido en fibras colagenas,
puede servir como control o ser un tejido diana. Cualquier fijador es valido, si
bien es de eleccion la solucién de Bouin. El colorante tricromico de Masson
da buenos resultados al investigar los elementos de constitucion de los
tejidos: cartilaginoso, renal, muscular, higado, epididimo, suprarrenal, piel,
cristalino, sistema nervioso central, -ganglio parasimpatico, etc. Los
resultados son igual de validos que la técnica realizada en biopsias fijadoé con
formol e incluidos en parafina. Obtenemos como conclusion que ésta técnica
es aplicable a todo tipo de biopsias sin fijar y cortadas mediante congelacién,
es una técnica muy util para comprobar el grado de fibrosis en una biopsia,
pudiendo dar el diagnoéstico en un tiempo.muy corto (Pizago et al., 2006).

Fundamento de la técnica de inclusién en parafina

La inclusion es el procedimiento mas- utlhzado que se realiza para poder
cortar los tejidos tratados en secmones ~suficientemente delgadas que
permitan el paso de la luz, de modo 'que los detalles finos puedan ser
observados con distintos mlcroscoplos en sus diversas capas. Aunque los
tejldOS adquieren cierta consistencia’ al ser sometidos a la fijacion, por lo
general continuan siendo demaSIado blandos para poder cortarlos en
laminas delgadas; por lo tanto es- necesano que la porcion de tejido a
estudiar infiltre y englobe dentro de si una sustancia liquida o semiliquida, de
modo que una vez solidificada adqui‘éra la suficiente dureza para formar
bloques que puedan cortarse. La paréfi‘na' es un hidrocarburo saturado de
cadena lineal, es un residuo del petroleo obtenido por destilacion del crudo
de color blanquecino, insoluble en agua, soluble en cloroformo y en xilol. Es
muy estable quimicamente, a"terhperéﬁffa ambiente se solidifica y funde a
temperaturas comprendidas ernitre 33 y 60°C, se emplea para elaborar
productos de laboratorio, farmacéuticos; cosméticos, fabricacion de aislantes
é impermeabilizantes. Tiene am'plias:-éplicaciones industriales, se puede
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mezclar con otros materiales que le proporcionan una gama de funciones
deseables. Toma de la muestra. La muestra debe ser tratada en forma
cuidadosa con el instrumental, para evitar lesiones traumaticas de los
tejidos. Para la toma de la muestra se debe utilizar escarpelos en buen
estado de corte con la finalidad que durante el proceso no se presenten los
artefactos. La muestra a obtener debe medir aproximadamente 1 cm cubico,
suficiente para obtener rebanadas ‘delg‘édas en el microtomo. Fijacién. Es el
procedimiento de la técnica histologica que tiene como finalidad conservar
de manera permanente una estructura lo mas semejante al estado que tenia
in vivo. Inmediatamente obtenida la muestra debe colocarse en un frasco de
vidrio transparente y colocarlo ‘en el tanque de inseminacién artificial que
contiene nitrégeno liquido hasta su homogenizacion total de la muestra.
Deshidratacion. Es el proceso que tiene por finalidad la remocion o
eliminacién completa del agua. contenida en los tejidos o muestra tisular,
para que se pueda embeber adecuadamente en un medio de inclusién no
hidrosoluble, para que se solidifique y asi permitir el corte de los tejidos. Las
muestras se someten a concentraciones:crecientes de alcohol etilico, con el
fin de eliminar el agua de las' células para que estos espacios sean
reemplazados con parafina. Aclaramiento. Son sometidos a xilol con la
finalidad de eliminar la grasa de las células y aclarar el tejido. Inclusion. El
tejido se incluye en parafina liquida para formar los tacos de parafina, para
pegarlos al micréotomo para su corte. Microtomia. Corte de rebanadas finas

en el microtomo entre 4-8 micras de espesor (Alzola, 2001).

'
R

Principios de tincion

Todos los componentés estructurales de las células poseenv dehsidades
optlcas parecidas, que seria lmp03|ble diferenciarlas. Las tinciones son el
nico modo de lograrlo. Hoy en dua se cuenta con miles de tinciones y
combinaciones de las mismas, su reaccuon con las células y los tejidos varia

mucho. Algunos colorantes son muy selec_tlvos para ciertos componentes
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celulares o titulares. El rojo S de alizarina y la oxitetraciclina tiene capacidad
para los sitios de formacion d'evl;a' matriz osea. Ha‘y otras especiales para
alygunos materiales celulares (hﬁ'ivtb‘Condr‘ias‘, aparato de Golgi y nucleb) y
extracelulares (fibras reticu!areé; élést_icas y colagenas). Algunas no son
selectivas y tifen a los com'pone'r'i“'tes celulares y extracelulares. La
hematoxilina (H) y eosina (E) son i_ne_spécificos y se usan con mucha
frecuencia en histologia. La eficacia de una coloracién acida o basica radica
en la distribucion de las cargas anidnicas y cationicas relacionadas con las
proteinas y complejos proteinicos (lipoproteinas y glicoproteinas) en las
células y en los tejidos. La carga neta sobre estas sustancias esta en funcién
del numero total y la naturaleza de sus radicales ionizables y del pH de su
medio (Romero, 2002).



CAPITULO i

MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de

- Embriologia e Histologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad VNacional de Cajamarca; los cortes
histologicos y la tincion se reallzoén el Laboratorio de Patologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia - Lima.

Caracteristicas geograficas y meteorologicas (*):

- Altitud | . : 2678 msnm
- Latitud sur - ‘ | : 07°9° 8"
- Terﬁperatura promedio anual : 14.75 °C
B Teﬁwperatura minima promedio anual : 8.63 °C
. Temperatura méxifné_brérﬁédio anual : 21.45 °C“
- Precipitacion pluvial .‘an.L—JaI.._;g, X 80.18 mm
- Humedad"relativa' pror’ne'c'li'i.dnariuaf : 68.92 %
- Clima | o | : Templado seco

(*)Fuénte: SENAHMI, Boletin Meteorologico Nacional 2013.
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3.2 MATERIALES

3.2.1 Material experimentval |
> Diez conejos de distinta edad y sexo.

3.2.2 Material de laboratorio
» Microscopio compuesto con camara incorporada
> Laminas porta y cubre objetos
> Bafno Maria
> Estufa
» Refrigeradora

3.2.3 Reactivos
- » Etanol absoluto
> Xilol
» Parafina = .
> Set de coloracién tricromica de Masson
» Albumina glicerinada |
» Balsamo de Canada -
» Solucion de escarlata-fucsina &cida
» Liquido de Bouin. -
> Solucion de acido fosfomolibdico - fosfotungstico
» Colorante azul de anilina
> Acido acético al 1 %

» Solucion de hematoxilina férrica

3.2.4 Material de campo
» Guantes quirurgicos
» Mandil
> Equipo de diseccion. - -
> Frascos de vidrio para recoleccién de muestras

» Formol bufferado al:8%



» Camara fotografica

> Libreta de apuntes

3.2.5 Material de escritorio
» Papel bond
> Computadora
» Impresora
> Lapiceros
» Lapices
» Folders
» Memoria USB
» Material bibliografico

14
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3.3 METODOLOGIA

A. Seleccion de los conejos

Los conejos que se utilizaron durante la fase experimental del

proyecto fueron 10, de distinta edad y sexo, los cuales se

compraron de diversos puntos de venta de la ciudad,

aparentemente sanos.

B. Toma de la muestra

1)

2)

3)

4)
5)

Para la toma de la muestra los conejos fueron sacrificados por
deguello.

Posterior al sacrificio de los conejos, se realizé la diseccion del
craneo de los animales, haciendo incisiones en cruz, se
levantaron los huesos parietales hasta el borde del hueso
occipital.

Se inspeccioné el cerebro y cerebelo por encima de las
meninges S |
Seguidamente, se fomé la muestra de cerebro y cerebelo.
Inmediatamente la muestra tomada se deposité en un frasco de

vidrio con el fijador formaldehido bufferado al 8%.

C. Metodo de inclusion en parafina

1)

Deshidrataéién. Las fnuestras fueron sometidas a alcohol
etilico de concentracion ascendente a 80°C, durante una hora,
a 90°C durante una_ého,‘ra', a 100°C, durante una hora, con la
finalidad de deshidraﬁar_ a_lgs elementos celulares, para que en
algin momento de la técnica los espacios de liquido de las
células sean reemplazados con parafina liquida con la
finalidad de facilitar el-corte (Alzola, 2001). '
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2) Aclaramiento. Las muestras de tejido cerebral y cerebelar
deshidratadas fueron sometldas a tres bafios de xilol, con la
finalidad de aclarar Ias estructuras celulares para facilitar la

afinidad a la tecmca de coloramon (Alzola, 2001).

3) Impregnacwn Termmado el proceso de aclaramiento por tres
horas, las muestras se colocaron a soluciones de
concentracion cremente de paraflna liquida a 60°C, con el fin
de rellenar los espacios vacios de los elementos celulares, con

el objetivo de facilita'r el co_rte histolégico (Alzola, 2001).

4) Confeccion de tacos. Las muestras fueron puestas en bases
metalicas, luego se le agregdé la parafina liquida y se las dej;’i
enfriar al aire libre por 24 horas para obtener los tacos, luego
permanecieron por 72 horas en refrigeracion para su posterior
corte y coloracion. ‘(Alzolé,{i?OOj)

D. Microtomia y técnica de coloracién: Los cortes histolgicos y la
técnica de coloracion se ]r.éalizé en la Universidad Peruana
Cayetano Heredia - Lirha,segm]n la técnica de coloracion tricromica
de Masson (Pizago et al._,“"2v(_)06)'. |

E. Lectura de laminas ‘e interpretacion: Se realizd en el Laboratorio
de Embriologia e Histologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de-la Universidad Nacional de Cajamarca.

3 4 DISENO ESTADISTICO

En el presente trabajo de lnvestlgamon se hizo uso de las d:ferentes

herramientas para el trabajo descriptivo, como es la confeccion de

tablas con la finalidad de evaluar |a calidad de tincién de un colorante,
R o T '
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a fin de poder realizar la descripciéon de las microfotografias

histologicas.

CRITERIOS PARA EVALUAR LA CALIDAD DE TINCION DEL
COLORANTE TRICROMICO DE MASSON

BUENA

>
»
>

Coloracién homogénea. |
Sin presencia de precipitados de colorante.
Nitidez notable, lo que facilita la identificacion de los diferentes

componentes y estructuras histolégicas.

REGULAR

>
>
>

MALA

Moderada afinidad del tejido hacia el colorante
Estructuras histolégicasj poco visibles.
Coloracion opaca, lo que dificulta la identificacion de

estructuras histologicas.: .

Leve grado de afinidad del tejido hacia el colorante, por lo que
las estructuras histolégicas no son muy visibles.

Estructuras histolégicas no identificables.



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUCION

TABLA 1. Efecto de la afinidad tintorial de la coloracién tricromica de

Masson sobre los elementos estructurales del tejido cerebral

de conejo.
-~ CALIDAD DE TINCION
CEREBRO BUENA REGULAR MALA
Células
< e piramidales
CORTEZA basofilas con
CEREBRAL nucleos centrales
. dentro de una
sustancia fibrilar
homogénea
, Tejido
P : parenquimatoso
. ‘ fibrilar sin afinidad
SUSTANCIA ' RE al _colorante,
BLANCA - SRS (AR . muestra una
S e e coloracion
homogénea rosa
palido
Células cubicas
i| .. basofilas con
_nucleos
prominentes de -
PLEXOS ' color azul oscuro
COROIDEOS y citoplasma rosa.
.- Corion con
" presencia de
células conectivas

Fuente: Trabajo de investigacion de la autora.
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TABLA 2. Efecto de la afinidad tintorial de la coloracion tricromico de

Masson sobre los elementos estructurales del tejido

cerebelar de conejo.

CALIDAD DE TINCION

CEREBELO "BUENA REGULAR MALA
Células Capa molecular y
granulares prolongaciones
baséfilas de la dendriticas sin
CORTEZA corteza afinidad al
CEREBELAR cerebelosa poco colorante.
definidas. Se aprecia pocas
Células de células estrelladas
Purkinje de color | dentro de un tejido
* rosa palido homogéneo
Las fibras
s mielinicas sin
SUSTANCIA afinidad al
colorante. Se
BLANCA muestran como
una sustancia
homogeénea de
color rosa palido

Fuente: Trabajo de investigacion de la autora.




DESCRIPCION

MICROSCOPICA

DE

LOS

20

ELEMENTOS

ESTRUCTURALES DEL TEJIDO CEREBRAL Y CEREBELAR DE

CONEJO.

<

Fuente: Trabajo de investigacién de |a autora.

Tejido cerebral: Capa molecular. Coloracion tricromica de Masson

(100x).

Microfotografia 01. (a) Fibras nerviosas horizontales tefiidas de color rosa

palido, (b)

Pequefios capilares
endotelial, (c) Delgada capa de la piamadre.

sin  notoriedad
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Fuente: Trabajo de investigacién de la autora.

Corteza cerebral: Capa granulosa externa o de las piramides

pequefas. Coloracion tricromica de Masson (100x).

21

Microfotografia 02. (a) Células piramidales baséfilas con pequefios

nucleos centrales.
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Fuente: Trabajo de investigacion de la autora.

L

Corteza cerebral: Capa ganglionar (éstrato interno de las células

piramidales). Coloracion tricromica de Masson. (100x)

Microfotografia 03.

(a) Células piramidales grandes baséfilas con tallo
ascendente, (b) Tejido parenquimatoso fibrilar
coloreado homogéneamente de color rosa palido, (c)
Vasos sanguineos sin notoriedad de revestimiento
endotelial.

La Microfotografia 02 muestra el tejido parenquimatoso de la corteza

cerebral. Por debajo de una delgada capa molecular aparecen las primeras

células piramidales pequefias de color rosa, pertenecientes a la capa

granular externa. Del mismo modo en la Microfotografia 03 se observa la

extension de la capa piramidal externa (de las células piramidales)

coloreadas de rosa palido, donde se detalla la presencia de .células

piramidales con prolongaciones dendriticas ascendentes (capa piramidal

interna o de las grandes células piramidales). Las neuronas estan
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distribuidas entre muchas células neurogliales, el cuerpo celular esta tefiido
con fuerza de color rosado, con nucleo redondo y de tincion palida.
Apreciaciones que se comparte con Lopez, (1982) y Motta (1974), quienes
manifiestan que cuando se utiliza el colorante tricromico de Masson,
identifica constitutivos celulares y' estructuras fibrilares en o6rganos
parenquimatosos, especialmente en cerebro, cerebelo, tejido renal, hipdfisis,
epifisis. A la observacién microscopica se observan los elementos celulares
con nucleos rosado palido o azul violaceos. Dependiendo del tiempo de
coloracion las fibras nerviosas pueden ser observadas de color azul claro y
las conectivas de color rosa. Si la muestra es tratada por tiempo prolongado,
los elementos fibrilares pueden tener la tonalidad azul oscuras, nlcleos de
color rojo palido, fibras colagenas de color verde amarillentas. Igualmente,
Motta, (1974), sefiala que a la observacion microscopica de una lamina
histolégica del tejido nervioso:- coloreada con el colorante tricrdmico de
Masson, el ntcleo puede observarse facimente de color rojo oscuro y el
citoplasma de color rosa débil. -Bacha, (2001), manifiesta que usando la
técnica de hematoxilina eosina. tifie todos los elementos nerviosos' en
diferentes intensidades de rosa y los nucleos celulares de color violeta. Pero
no:se pueden ver neuronas completas, aunque si se pueden diferenciar los
somas neuronales. El resto de elementos de todas esas neuronas
(dendritas, axones) no pueden ser individualizados y forman una matriz que
se conoce como parénquima nervioso'y que con esta técnica se tifie de color

rosa.
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Fuente: Trabajo de investigacién de la autora.

Corteza cerebral. Coloracion tricromica de Masson (100x).

Microfotografia 04.

(a) Capa de las células piriformes y polimorfas; (b)
Zona medular. Fibras medulares.
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LFuente: Trabajo de investigacion de la autora.
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Cerebro: Sustancia blanca. Coloracion tricromica de Masson.

(100x).

Microfotografia 05.

(a) Fibras mielinicas aparecen dentro de una
sustancia homogénea de color rosa palido, (b)
Vasos sanguineos dentro del parénquima fibrilar, {c)
Células ‘conectivas estromales, presencia de
multiples axones.



26

_ o
- @
- | b
a8
» - -
-» - 45

Fuente: Trabajo de investigaci6n de la autora.

Vellosidad corial del plexo coroideo ventricular. Coloraciéon
tricromica de Masson (400x).

Microfotografia 06. (a) Revestimiento epitelial mostrando un epitelio
cubico simple con microvellosidades, nucleos
basales de color azul oscuro y citoplasma rosa, (b)
Vellosidad corial. /

En la microfotograﬁa 06, se puede observar el revestimiento epitelial
mostrando un epitelio cubico simple con microvellosidades, nlcleos
basales de color azul oscuro y citoplasma rosa, asi también en la parte b,
se observa el corion de la vellosidad con células conectivas. Estas
apreciaciones encontradas en el presente trabajo también lo describe
Ramirez, (1996), quien en su estudio de los constitutivos estructurales del
cerebro describe que el plexo coroideo es un penacho de vasos en forma

de coliflor revestido por células cabicas con microvellosidades, estas



células elaboran el liquido cefalorraqufdeo y estan situados en los cuatrd
ventriculos, principalmente en los dos ventriculos laterales. Las
vellosidades que conforman el plexo coroideo del sistema nervioso
central, histolégicamente estan conformadas por un revestimiento de
células cubicas con un nacleo esférico u oval central con
especializaciones de membrana denominadas microvellosidades. Miles de
vellosidades anidan en la tela conectiva coroidea de los ventriculos
laterales del cerebro. Estas afirmaciones coinciden con los resultados
detallados en la microfotografia 06, donde se aprecia que las vellosidades
de los plexos coroideos ventriculares presentan un revestimiento de
células cubicas con microvellosidades, nucleos esféricos de color azul

oscuro y citoplasma rosa.

27
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Fuente: Trabajo de investigacion de la autora,

Corteza Cerebelosa. Coloracion tricromica de Masson (100x).

Microfotografia 07.

(a) Estrato granuloso de la corteza cerebelosa, con
afinidad al colorante tricromico de Masson, se
distinguen granos cerebelosos baséfilos, (b) Capa
de las células de Purkinje, con nlcleo pequefio
central y citoplasma aciddfilo de color rosa palido, (c)
La capa molecular con presencia de pocas células.
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Cerebelo: Sustancia blanca. Fibras mielinicas sin afinidad al

colorante. Coloracion tricromica de Masson (100x).

Microfotografia 08.

(a) Tejido fibrilar sin apetencia tintorial, donde se
muestra como una sustancia homogénea de color
rosa pélido, (b) Presencia de multiples axones
(puntos negros), (¢) Presencia de vasos sanguineos
dentro del tejido fibrilar.

La microfotografia 07, muestra las tres capas de la corteza cerebelosa. La

capa molecular mas superficial con presencia de cuerpos de las células

estrelladas, no estdn manifiestas las ramificaciones dendriticas de las

células de Purkinje. En la parte a, se observa nitidamente la capa granulosa,

se aprecian los granos cerebelosos pequefios y sumamente numerosos. En

la parte b, se detalla a la capa de las células de Purkinje de color rosa palido,

en algunas de ellas se distinguen los nicleos pequefios, no se manifiestan

las prolongaciones dendriticas, menos los axones. En tanto que en la

microfotografia 08 se puede observar la sustancia blanca formada por fibras

mielinicas que no tiene afinidad al colorante tricromico de Masson. Estos

hallazgos en el trabajo realizado empleando la coloracién tricromica de
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Masson en tejido nervioso, no revela con claridad las prolongaciones
celulares, menos la apariencia histolégica de las células neuroglicas. Estas
épreciaciones encontradas en el pres’en'tvé trabajo también lo describe Nistal,
(1987), quien manifiesta que el tejido nervioso se organiza en una sustancia
gris y una sustancia blanca, la.primera lo caracteriza la presencia de
neuronas, neuroglias y fibras nerviosas amielinicas, mientras que la segunda
esta exclusivamente formada por fibras nerviosas mielinicas. Usando la
coloraciéon de Nissl, Hematoxilina Eosina o tricromico de Masson, las
neuronas no muestran definitivamente sus prolongaciones, ni son
observables las células de la glia. Torres (2002), manifiesta que la Técnica
de Golgi se usa exclusivamente en el estudio del sistema nervioso. Se basa
en dos hechos propios de esta técnica; el primero es el grosor de corte (100-
150 um), que permite que una neurona completa se aloje en el corte, por lo
que permite el estudio de neuronas. completas; el otro hecho caracteristico
es debido al método de impregnacioén:Argéntica que esta técnica usa y que
hace que solamente una ‘muy pequefia proporcion de neuronas se
impregnen, lo que permite visualizar neuronas individuales. Esta técnica se
utiliza para el estudio de neuronas.completas (con el arbol dendritico) y su

clasificacion morfologica.

' :
i



CAPIiTULO V

CONCLUSIONES -

Al finalizar con la parte experimental del trabajo, empleando la técnica de
coloracion tricromica de Masson en preparados de cerebro y cerebelo de

conejo, se llego a la siguiente conclusion:

% Con el colorante  tricromico- de Masson, se pudo apreciar
estructuras tales como: células piramidales, células cubicas del
plexo coroideo, células granulares, células de Purkinje y células

estrelladas.
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REACTIVOS DE LA TECNICA TRICR()MICA DE MASSON

ANEXO

 ANEXO |

Solucidén de hematoxilina ferrica de Weigert

1.

Solucién de escarlata de Biebrich-fucsina acida

1) 90 cc de escarlata de Biebrich al 1% en agua destilada

2) 9 cc de fucsina acida al 1% en solucion acuosa
3) 1 cc de acido acético glacial

35

Solucién acuosa de 4acido fosfomolibdico (utilizar acido fosfotungstico

en la misma proporcién, si.'se va a tefiir con verde luz)
1) 5 g de acido fosfomolibdico
2) 200 cc de agua destilada

Solucién de azul de anilina

1) 2,5 g de azul de anilina

2) 2 cc de acido acético glacial al azul
3) 98 cc de agua destilada -

ST

Solucion de verde luz al: 2% (alternativa al azul)

1) 2 g de verde luz al 2% (alternativa al azul)
2) 99 cc de agua destilada
3) 1 ccde &cido acético glacial

1%.

‘Soluciéon diferenciadora; Solucién acuosa de acido acético glacial al
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TECNICA DE COLORACION TRICROMICA DE MASSON

Toma de muestra de cerebro y cerebelo de conejo 1cm?®,
Fijacion en formaldehido bufferado al 8%.
Desparafinar e hidratar hasta el agua destilada de manera habitual.

Ll A e

El material fijado en soluciones de formaldehido se recomienda hacer

un mordenaje previo con liquido de Bouin durante 1 hora a 56-60°C o

toda la noche a temperatura ambiente.

5. Enfriar y lavar en agua destilada  hasta que desaparezca el color
amarillo. ‘

6. Tedir con hematoxilina férrica durante 10 minutos. Lavar en agua
corriente durante 10 minutos.

7. Lavar en agua destilada. _

8. Teiiir con Solucion de escarlata-fucsina acida durante 2-5 minutos.

9. Lavar en agua destilada.

10.Tratar con la Solucion de acido fosfomolibdico-fosfotungstico durante
10-15 minutos si se va a ¢olorear con la solucion de azul de anilina, o
en la Solucién acuosa de "acido. fosfotungstico al 5% durante 15
minutos si se desea tefiir con verde luz.

11.Tefir con Solucion de azul de -anilina 15 minutos o con Solucién
verde de luz 5 minutos. :

12.Lavar en agua destilada. T

13.Diferenciar en la Solucion de acidoacético al 1% durante 3-5 minutos.

14.Deshidratar, aclarar y montar.-

SOLUCION DE FORMOL BAFERADO NEUTRAL AL 8 %

Formol 40 %....... B S PO e 100 ml:
Agua destilada.......................... PP PP PRSP 900 ml
Fosfato sddico monobasico........ B PP 449

Fosfato sodico dibésico anhidro. . ..ovee e . 6, 59



ANEXO Il

METODOLOGIA

Fotografia 1. Diseccion del craneo de conejo,
posterior al sacrificio por degielio.

e —— e

1 -

Fotografia2. Craneo de conejo vista dorsal. Diseccion
de la piel de la cabeza para mostrar los
cortes a través de la cresta sagital externa
de los huesos parietales y frontal para
exponer el cerebro y cerebelo.
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Fotografia 3.  Exposicién del cerebro y cerebelo de
conejo luego de la diseccion.

S _
Fotografia 4. Cerebro y cerebelo de conejo extraidos
luego de la diseccién.
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Fotografia5. Toma de la muestra de cerebro y cerebelo.

Fotografia 6. Inmediatamente la muestra tomada se
depositdé en un frasco con el fijador
formaldehido bufferado al 8%.



ANEXO il

LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA E HISTOLOGIA

Fotografia 7. Técnica de Inclusion en Parafina.
Deshidratacién y aclaramiento.

Fotografia 8. Técnica de Inclusion en Parafina y
formacion de tacos.
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