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RESUMEN

El presente estudio se realizO en Cajamarca-Perd, con el objeto de
determinar la afinidad del colorante natural Acido Carminico al 10% obtenido
de Dactylopius coccus (Cochinilla), en reemplazo de la Hematoxilina en la
Técnica de Coloracion Hematoxilina-Eosina, en tejidos de Rifion de Ovinos,
Cajamarca. Las muestras para los estudios histolégicos fueron tomadas de
rinfones de ovinos sacrificados en el Camal Municipal de Cajamarca. La
técnica de inclusion en parafina se realizo en el Laboratorio de Embriologia e
Histologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de Cajamarca. La coloracién y el montaje de las muestras se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Histologia SENASA-Lima. Resultados:
1. El 4cido Carminico al 10%, empleado en reemplazo de la hematoxilina, en
la técnica de coloracion Hematoxilina-Eosina, brinda buena afinidad de los
tejidos del rifidn de ovino (C4psula, corteza y médula) comportdndose como
colorante basico. 2. Los detalles histologicos se observan con claridad,
permite la identificacion de las estructuras parenquimatosas y tejido
estromal. 3. En los tejidos de los vasos sanguineos, se observa un buen
contraste de coloracion entre el &cido carminico al 10% vy la eosina.

Palabras clave: Coloracién, Acido carminico, eosina, rifién, ovino.



ABSTRACT

The present study was carried out in Cajamarca-Peru, in order to determine
the affinity of the Carmine Acid 10%. Obtained the Dactylopius
coccus,(Cochineal) in Hematoxylin replacement in the Hematoxylin-Eosin
Coloring Technique, in tissues of Sheep Kidney, Cajamarca. Samples for
histological studies were taken from kidneys of sheep slaughtered in the
Comal Municipal of Cajamarca. The paraffin inclusion technique was
performed in the Laboratory of Embryology and Histology of the Faculty of
Veterinary Sciences of the National University of Cajamarca. The staining
and assembly of the samples were carried out in the Laboratory of Histology,
SENASA-Lima. Results: 1. Carminic acid 10%, used in replacement of
hematoxylin, in the coloring technique Hematoxylin-Eosin, provides good
affinity of the tissues of the ovine kidney (Capsule, cortex and marrow)
behaving like basic dye. 2. The histological details are clearly observed,
allowing the identification of parenchymal structures and stromal tissue. 3. In
blood vessel tissues, a good color contrast is observed between 10%
carminic acid and eosin.

Key Word: Tintion, carminic acid, eosin, kidney, sheeps.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Hasta la actualidad, los métodos de coloracion utilizados en preparados
histolégicos para investigar la arquitectura de un tejido, sea tejido vegetal o
animal, incluido al hombre, se realiza gracias a la afinidad de los colorantes
acidos o bésicos que apetecen por determinado elemento estructural de un
tejido. La mayoria de estos son preparados sintéticos, que si bien es cierto,
brindan una buena coloracién, también es cierto que son sustancias
guimicas que no garantizan inocuidad para el profesional que los manipula,
aparte de ello, su valor econémico es alto y, pueden ser contaminantes

ambientales.

En el presente estudio, creemos conveniente utilizar el colorante natural
Acido Carminico al 10% obtenido del Dactilopius coccus (cochinilla) en
reemplazo de la Hematoxilina en la Técnica de coloracion Hematoxilina-
Eosina, con la finalidad de estudiar el grado de afinidad de los tejidos renales

a tal colorante.



1. OBJETIVOS

1.1

1.2.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la afinidad del colorante natural Acido Carminico al 10%
obtenido del Dactylopius coccus (cochinilla), en reemplazo de la
Hematoxilina en la Técnica de coloracion Hematoxilina-Eosina, en

tejidos de rifidon de ovinos, Cajamarca

OBJETIVO ESPECIFICO

s Determinar el grado de -coloracion de los componentes
estructurales del tejido de la capsula, corteza, médula y pelvis
renal de ovino utilizando al 4cido carminico al 10% obtenido del
Dactylopius coccus (cochinilla).

< Determinar la basofilia de los tejidos renales de ovino utilizando

acido carminico-Eosina.



2.1.

2.2.

CAPITULO I

MARCO TEORICO

Clasificacién taxonémica, sinonimia

e Reino: Animal.

e Filo: Arthropoda.

e Clase: Insecta.

e Orden: Hemiptera.

e Superfamilia: Coccoidea.
e Familia: Dactylopiidae.

e Género: Dactylopius

e Especie: Dactylopius coccus. (burmeister, 1839)
Sinonimia
e Coccus cacti (linannaeus, 1758)

e Pseudococcus cacti (burmeister, 1839)

Cochinilla. Descripcion y Caracteristicas

El Dactylopius coccus (cochinilla) es un insecto que se instala, como
parasito, en las hojas de la tuna (Opuntia picus cactil), de cuya savia se
nutre a través de un estilete bucal. Su reproduccion se realiza en la
misma tuna, donde se aloja formando colonias. El colorante natural que
se extrae de la cochinilla es el &cido carminico, que son inocuos al
hombre, por lo que se recomienda como colorante natural. Usos: La
cochinilla es empleada tradicionalmente en el Per(, desde las

civilizaciones preincas en estado acuoso utilizando alumbre como
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mordiente, para tefir pelos de alpaca y algodon. Actualmente, el uso
principal de la cochinilla es en la modalidad de carmin, el cual es un
producto versatil de gran valor para muchas industrias. Industria
Farmacéutica: Carmin en polvo o solucién empleada en reparaciéon de
grageas Yy tabletas. En soluciéon alcalina se emplea en pastas
dentifricas, enjuagues bucales, etc. Industrias cosmeéticas, industria

alimentaria.
2.2.1. Origen y caracteristicas morfologicas de la cochinilla

El Dactylopius coccus (grana o cochinilla) es un insecto que
parasita las hojas del nopal o tunera. Tiene forma de grano
rojizo-negro cubierto por un polvo blanco. Cuando han
alcanzado su desarrollo (unos 8 milimetros), se recogen y se
colocan al sol o se secan en hornos. Su aspecto es granular, de
forma mas o menos oval, arrugada, convexo y con algunas
estrias. La grana es la materia prima para la obtencién de
extracto de cochinilla <<carmin>> y acido carminico en el afio
1825 los sefiores Juan Mengliorini y Santiago de la Cruz,
publicaron una memoria sobre el nopal y la cria de la cochinilla
de América. Progresivamente, se ha aumentado el cultivo en
todas las regiones con resultados muy positivos, por el alto

poder de la propagacién de este insecto.
2.2.2. Desove de la cochinilla

La primera semillacion se hace en los meses de marzo, abril o
mayo, y después empiezan a desovar de los setenta y cinco a
los noventa dias de nacidas, y en los meses mas frios, de los
noventa y cinco a los ciento quince de nacidas. Hecha la
semillacion se recogen y se las mata a las madres, (que es la
cochinilla preferida); colocandolas a dos pulgadas de espesor
dentro de grandes bandejas de latas o barro, en estufa u horno

calentado a 55 grados centigrados.



2.2.3. Crianza y recoleccion de la cochinilla

La recoleccion de la cochinilla de las tuneras para cualquier uso,
es a los tres meses, época que comienza a desovar, y estan
listas para su recoleccién. Si el insecto que va a recogerse es el
plantado en la primera siembra de mayo o junio, conviene
dejarle desovar completamente quitando tan sélo las madres de
las paletas que estan muy pobladas, a fin de que éstas no se
sequen y puedan alimentar bien la nueva cria. Mas, si el
invierno ha comenzado, y la cochinilla que se halla desovando
es la de segunda cria, debe recogerse toda ella, después de un
ligero desove que sea suficiente para conservar la semilla en los

nopales durante de la estacion lluviosa.
2.2.4. Método de secado de la cochinilla

No hay otro método para secar la grana que el de matarla en
hornos, exponiéndola después al sol o al aire libre. Para realizar
esta operacion se coloca la cochinilla en bandejas de barro,
cuidando que no quede amontonada, se prefiere hacer el secado

en horno.
2.2.5. Produccién. Climas

La cochinilla en las regiones de costa y sierra a temperaturas
entre 14 y 27°C. Humedad relativa de 55 a 85% y una
precipitacion pluvial de 400 a 800 mm/afio. Los principales

factores que influyen en la produccion de cochinilla son:

La insolacién o luminosidad: La cochinilla tiene clara tendencia a
fijarse en las superficies de menor insolacion. Fuertes vientos
provoca el desprendimiento de la cochinilla, por lo que es
necesario instalar cortinas rompevientos; vientos moderados
favorecen la infestacion, lluvias fuertes ocasionan el

desprendimiento de la cochinilla. A mayor temperatura y menor
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humedad relativa, se acelera el desarrollo de la cochinilla,
(Francis, 1987).

2.3. Caracteristicas bioldgicas del Dactilopius coccus (cochinilla)

La cochinilla es un insecto hemiptero, de la familia de los coccidos, del
tamafio de una chinche de México. Vive sobre nopal o tunera (tuna
comun) y reducido a polvo se emplea como colorante en la industria
textil, farmacoldgica, helados, bebidas alcohdlicas, yogur, etc. Se
siembra en nidos que contengan 8 o 10 madres, en estado de desove,
procurando que si siembra en los nopales sea uniforme y que no
queden amontonadas ni se estropeen. Después de 3 dias de nacido el
insecto clava su pico en la tunera, dispositivo chupador localizado en la
parte inferior de su cabeza, y que le sirve para alimentarse. Alli
permanece unido hasta su muerte; de modo que si por alguna causa se
desprende, no vuelve a agarrarse y perece. Pasado un mes de nacido
el insecto forman unos capullitos que parecen de algodén, de las que
salen unas pequefias moscas con dos alas blancas que vienen a ser
los machos. Estos en nuestro concepto, no son necesarias para la
fecundacion en todas las generaciones; a pesar de que se cree
generalmente lo contrario; pues repetidas observaciones que la
hembra de soba sin la concurrencia del macho en la cochinilla se
verifica la fecundacion como en los pulgones sin que sea necesario el
macho en todas las generaciones, entendiéndose la influencia de unas
fecundaciones primitivas a muchas generaciones sucesivas. Aislando,
las hembras se obtienen en un afio hasta tres generaciones. La
cochinilla desde que nace hasta que empieza a desovar emplea
ochenta y cinco dias, este periodo es mas corto en verano que en
invierno. Lo mismo se observa en los parajes calidos, en donde crece
mas pronto que en los frios. Su larva aparece en los nopales por la

primavera, y se nutre de ella durante toda su vida. El mejor medio para
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ayudarlo es limpiar las tuneras de las piedras y malezas en donde se

abrigan (Marquez, 2002).

Propagacion. Caracteristicas Bioldgicas

El ciclo vital del animal macho oscila entre 51-63 dias, desde la postura
del huevo hasta su adultez, periodo en que se realiza su funcion
procreadora. Por cada macho existe entre 150 y 200 hembras adultas.
La hembra tiene un ciclo vital de 89-136 dias desde la postura del
huevo hasta su estado adulto. La infestacion de la tuna puede ser:
natural o inducida. La infestacion natural: Las pencas son infestadas en
forma natural inducidas por el viento y producidas por las ninfas
migrantes que se trasladan por si solas entre planta y planta.
Infestacion Artificial: Consiste en infestar hembras adultas en
ovoposicidbn sobre pencas de las tunas. Las infestaciones mas
conocidas son por el método de las bolsitas de tul o el método de la
gasa, método del tarrito de lata y método de bandeja. La infestacion
artificial se recomienda efectuarla en el me de abril luego de la época
de lluvias para la sierra, para la costa puede efectuarse durante todo el

ano.
2.2.4. Grados de Infestaciéon. Cosecha

De acuerdo al estado de madurez de las cochinillas hembras, la
recoleccion se realiza todo el afo, siendo la época mas
apropiada los meses de marzo a diciembre. Anualmente se
realiza 3 cosechas, aunque hay productores que la realizan cada
60 dias, dependiendo del manejo que se de a la planta. La
recoleccion se hace usando unos cepillos especiales y se realiza
cuando a hembra adulta ha llegado a medir 7 mm de longitud

por 6 mm de ancho.



2.4.2. Técnica de muerte de la cochinilla

La calidad de colorante a obtenerse, depende de la técnica de
muerte y secado de la cochinilla. La matanza se realiza en
bandejas de calamina: Bandeja cubierta con plastico y expuesto
al sol durante aproximadamente 2 horas, la muerte es por asfixia

y sofocacion, se obtiene producto plateado.
2.4.3. Matanza en Bolsa

Se emplean bolsas de plastico de color negro expuestas al sol y
herméticamente cerradas, en pocos minutos se obtiene un

producto plateado de buena calidad.
2.4.4. Secado Post cosecha

Secado de la cochinilla: Existen los métodos del secado al sol (6
a 8 dias), secado a la sombra (18-20 dias) o secado al horno (8
horas) (Valdivia, 2002).

2.5. Acido carminico, el colorante natural méas ecolégico

Con esto de la alimentaciobn sana, cada vez que vemos algo con
colorantes nos asustamos. Y no es para tanto. Sobre todo, si el origen
de estos tintes es natural. Muy especialmente, si se trata del carmin
procedente del Dactylopius coccus (cochinilla). La cochinilla es un
blanco y regordete pulgdbn procedente de México y Perd. Animal
pardsito, para vivir necesita plantas del género Opuntia, las conocidas
como chumberas, tuneras o higos. Hace 2000 afios, ya se usaba en
América para tefiir vestidos y dar color a la comida. En el siglo XVI los
espafioles la introdujeron en Canarias. La aparicion de los colorantes
artificiales dio al traste con este comercio. Pero la reciente prohibicion o
limitacion para su uso ha vuelto a dar alas a una actividad que, en la
actividad tintorial. La gran mayoria de colorantes quimicos sintéticos,

utilizados hasta la fecha, en el estudio biodinamico de los 6rganos, con
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la finalidad de determinar la afinidad de los elementos de un tejido
vegetal o animal a cierto colorante para observar su constitucion
estructural, siguen usandose los colorantes sintéticos, sustancias
quimicas toxicas para la salud del profesional que las manipula, que
impurifican el medio ambiente, ademas, de tener costos econémicos
elevados. Por estas razones, por las recientes prohibiciones o
limitacion que han dado a los colorantes sintéticos en determinadas
actividades, han vuelto a dar alas a los colorantes naturales, en este
caso al acido carminico obtenido de la cochinilla, su principal propiedad
radica en su enorme poder colorante, que supera indiscutiblemente al
de cualquier otro, no es toxico, es completamente inofensivo, puede ser
ingerido por el organismo humano o estar en contacto prolongado con
la piel, sin producir el menor efecto téxico, el carmin y el acido
carminico obtenido de la cochinilla, son inocuos para el hombre, por lo
gue se recomienda hoy en dia, el uso como colorante natural (Allevi,
1991).

Como identificar células coloreados con Hematoxilina Eosina

El estudiante, que no posee gran experiencia para experimentar cortes
tefidos de tejidos animales con microscopio de luz, pero ha visto
muchos esquemas de células aisladas, puede creer que la
identificacion de células en cortes tefiidos es facil. Pero no lo es, tanto
como parece. Se plantean unos cuantos problemas que vamos a
intentar resolver a medida que se presentan. Selecciébn de un corte
adecuado: El primer problema, para un principiante, es el de
seleccionar un corte en el cual resulta facil una descripcién oral o
escrita de como reconocer las células. Los cortes de diversas partes
del cuerpo contienen células de diferentes formas y volumenes,
dispuestas en grupos varios, y es muy dificil ensefiar a un principiante
como localizar las células en dicho corte. Es mucho maés dificil

identificar células en la descripcion de un corte, si este se elige de



2.7.

10

manera que la mayor parte de las células sean similares. Esto se logra
en un corte de higado, pues en este 6rgano el 60 por 100 de las células
son del mismo tipo y se hallan dispuestas en forma similar.
Comparacion del que se ve con las ilustraciones: Para aprender a
reconocer facilmente las células en los cortes, tiene gran importancia
poder comparar lo que se ve en el microscopio con las ilustraciones del
mismo tejido que se estudian en los libros. Como las células hepéaticas
son el primer punto a tratar, vamos a presentar varias ilustraciones son
su aspecto. Pero primero hemos de comentar dos hechos: 1) por qué
motivo se utilizan tan frecuentemente las laminas en blanco y negro,
para ilustrar lo que se ve con el microscopio de luz en cortes de H.E. y
2) cuan grande ha de ser una célula, en relacion con el campo del
corte, para poderla ver con diferentes objetivos y oculares. Por qué
figuras en blanco y negro: Aunque hay colorantes muy selectivos para
determinados componentes celulares, e interesan ilustraciones de color
de los mismos, casi todo lo que se logra con tincion H.E es que la
hematoxilina colorea sustancias baséfilas en azul-purpura, y que la
eosina tifie las sustancias acidoéfilas en rosa o rojo. En ilustraciones, en
blanco y negro preparadas de negativos obtenidos por fotografias de
cortes Hy E con microscopio de luz, el grado de oscuridad observado
suele coincidir con la intensidad de tincion con hematoxilina, mientras
qgue los colores grises dependen de la tincion con eosina, o de una
tincion mas clara con hematoxilina. Como las ilustraciones de color son
muy caras, s6lo lo empleamos con fines especiales; esta practica la
siguen también las diversas publicaciones que consultara el lector.
Ademas, no hay colores en cortes fotograficos con microscopio
electrénico, de manera que las microfotografias electrénicas siempre

son en blanco y negro (Genecer, 2000).
Particularidad tintorial

La particularidad tintorial para observar al microscopio los elementos

biolégicos que conforman los tejidos de un o6rgano (células, fibras,
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sustancias proteicas, grasa, glucégeno, etc.), es que cada componente
estructural del tejido, capta diversamente un determinado colorante.
Los componentes celulares y tisulares necesitan de un colorante
especifico, basado en la composicion quimica de lo cual estan
constituidos. La capsula del rifién, los limites celulares, tienen afinidad
a la Hematoxilina Eosina, la hematoxilina colorea sustancias basofilas
de un color azul-parpura, y a las células y tejido conectivo de un color
rosa. La hematoxilina férrica, colorea de marron sangre a la capsula de
Glisson, espacios interlobulares. EI colorante Hemalumbre-eosina,
muestra a las fibras elasticas y limites de los vasos sanguineos y del
espacio portal de un color azul claro. El colorante Impregnacion
Argéntica de Golgi, colorea al estroma (fibras reticulares del conectivo)
y limites celulares de los cordones hepaticos de un calor marron
oscuro (Prieto Motta, 1998).

Colorantes especiales

En los trabajos de histologia de exploracion microscépica empleando
diferentes colorantes basicos y &acidos, ciertas estructuras
microscépicas de las células o de los tejidos, apetecen por ciertos
colorantes especiales, a esta afinidad exclusiva por tal colorante se
denomina colorantes selectivos para determinados componentes
celulares, por ejemplo, las fibras del tejido conectivo especificamente
las reticulares se las observa utilizando nitrato de plata, las fibras
elasticas se las observa utilizando la coloracién hematoxilina-orceina.
Existen colorantes tricromico, no porque se emplean tres colorantes,
sino que, el detalle histologico se observa de tres colorantes
diferentes. Los principales productos quimicos que intervienen en la
estructura y metabolismo de las células son proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos y lipidos. El citoplasma de las células, esta
conformado principalmente por proteinas. Las proteinas actian como

acidos o bases, porque son anféteras (ampo, ambos). Si los liquidos
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corporales tienden a volverse acidos, las proteinas actian como bases.
Las proteinas pueden actuar en uno u otro sentido porque los
aminoécidos de los cuales estan formadas tienen cadenas naturales,
algunas de las cuales son donadoras de H+ cuando el pH sube, y otras
que pueden combinarse con H+ cuando el pH disminuye. Muchas
proteinas del cuerpo, incluyendo las del citoplasma de las células
(hepaticas), en el pH wusual en el cual se efectda la tincion tienen
suficientes grupos bésicos (cargados positivamente) en sus cadenas
laterales para combinarse con colorantes acidos, como la eosina que,
claro estd tienen su color en sus aniones (partes cargadas
relativamente); por lo tanto, la proteina del citoplasma se colorea de
rosa o rojo con eosina. La proteina de los glébulos rojos (hemoglobina)
y de la células musculares también fijan eosina y, por lo tanto, que el
citoplasma de las células hepaticas es de color rosa o rojo en un corte

de hematoxilina-eosina (Bartolos, 2004).

Artefactos en los cortes de tejidos

Para comprender los artefactos, hay que tener presente que en la
preparacién de un corte cada una de las etapas brinda oportunidad
para que ocurra algo que haga menos perfecto el producto final. Los
artefactos no son el resultado de algo que ha ocurrido en el tejido
durante la vida, sino de alteraciones posteriores, por manipulacion
humana al preparar los cortes. Retraccion: Los diferentes productos
quimicos con los cuales se trata el tejido, o el calor de la parafina
fundida, pueden causar retraccion. En consecuencia, porciones de
tejidos, que en vida eran vecinos, pueden separarse una de otra.
Eliminacion incompleta del fijador: A veces el fijjador no queda
completamente eliminado de los tejidos, y hay cristales del mismo que
precipitan en los cortes. El aspecto de cualquier otro material extra
afiadido durante la preparaciéon del corte es algo similar, pero depende,

claro estd, de la naturaleza del material. Arrugas y pliegues: Los cortes



2.10.

13

de parafina son tan delgados que no es raro que se arruguen o se
doblen al cortarlo, y a veces estas pequefias arrugas no pueden
hacerse desaparecer completamente al montar el corte sobre una
laminilla. En tal caso se observan en el corte un tejido desigual (Ulrich,
2014).

Anatomia de rindn

Los riflones de la oveja anatdmicamente estan formados por una
capsula conectiva que los envuelve, subyacente a la cépsula se
encuentra el tejido de la corteza conformada por corpusculos renales
de las nefronas, de esta, parte el sistema tubular de las nefronas para
constituir la médula. En una seccion horizontal, el riidn de la oveja se
observa la corteza, médula, cresta renal, pelvis renal, uréter. Los
rifones de la oveja no tienen lobulaciones superficiales y tienen la
forma de haba. El 6rgano presenta una forma eliptica, con las partes
convexas dorsal y ventral y las extremidades redondeadas; su longitud
es de 75 cm, con un ancho de 5 cm y un grosor de 3 cm. Normalmente,
estd inmerso en una capsula adiposa. En cuanto a la posicion
recuerdan la del vacuno, excepto que el rifién derecho esta ligeramente
mas caudal y asienta ventral a las primeras tres apofisis transversas
lumbares. El peso medio de cada rifion es de uno 100 a 125 g. El hilio
esta en la mitad del borde medial; es mas profundo en la oveja que en
la cabra. Existe una cresta renal o papila coman formada por la fusién
de 12 a 16 pirdmides en la oveja y de 10 en la cabra. Existe también
una pelvis renal. Las venas satélites del hilio del rifién, en los pequefios
rumiantes, sirven para distinguir estas especies del perro. El hilio es el
equivalente al hilio y seno del rifién del rifién derecho, es una cavidad
eliptica extensa, en el izquierdo, es una fisura mas profunda. El uréter
comienza en la unién de los dos tdbulo, en los llamados calices
mayores; el caliz craneal, normalmente, es mayor. Cada caliz

proporciona un nimero de ramas y éstas se dividen en varios célices
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menores en forma de abanico, cada uno de los cuales incluye una
papila renal. El espacio que no estd ocupado por los calices y vasos
esta lleno de grasa. Si se practica una seccion a través del rifién se
observan con gran facilidad las pirdmides renales. El vértice agudo de
cada piramide, la papila renal, se proyecta dentro de un céliz menor.
Cada papila esta compuesta de pequefios orificios, por lo que se abren
los conductos papilares al céliz. Las columnas renales e distinguen
mejor que en el caballo (Sisson y Grossman, 1999).

Histologia del rifidn

El rifion es una glandula tubular compuesta de tabulos uriniferos, se
divide en l6bulos y lobulillos, en algunas especies hay un solo I6bulo
(hombre, rumiantes pequefios), en otros las lobulaciones pueden
persistir o puede existir una fusion secundaria (rumiantes). Un lobulo
consta de componentes corticales y medulares. La porciébn medular
tiene una piramide, cuya base ancha est4 en contacto con la corteza.
Una o mas piramides se pueden unir para formar una papila, la porcion
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 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 I6bulo originado de la fusion
de varios Iébulos durante el desarrollo. Una papila Unica de base
amplia forma la cresta renal que esta en relacion intima con la porcién
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 porcién del I6bulo 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
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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 (Banks, 1996).

Técnicas de coloracion

Los componentes celulares tienen una densidad Optica muy similar. Es
la densidad Optica de cada estructura atravesada por la luz que
disminuye la amplitud de luz que le atraviesa. Las densidades Opticas
de diversas estructuras situadas dentro de una célula son muy
similares, de manera que todos se afectan por igual por la amplitud de
la luz que las atraviesa. Por lo tanto, estas estructuras no se observan
mas claras o mas obscuras que otras, y no pueden distinguirse. La
forma mas frecuente de resolver este problema es tratar con colorantes
los cortes de tejidos fijados previamente en una solucién bufferada.
Estos colorantes se combinan en forma desigual con diversos
componentes de células de tejidos, por lo tanto, crean cambios
relativos de densidad Optica y de color, de manera que pueden
distinguirse unos de otros. De manera que, existen afinidad distinta
entre los componentes estructurales de los tejidos, por ejemplo, los
colorantes acidos tifien de rosa al citoplasma de las células, pero los
colorantes basicos como la hematoxilina en un corte se distinguen a los
nucleos de color azul brillante. Pero en estudios de investigacion
muchas veces resulta importante poder estudiar células vivas frescas
situadas en soluciones nutritivas, incluso registrar sus movimientos y su
conducta mediante cinematografia. Esto puede lograrse mediante la
observacion de microscopio de fase. Artefactos: Para comprender los
artefactos hay que tener presente que en la preparacion de un corte
cada una de las etapas brinda oportunidad para que ocurra algo que
haga menos perfecto el producto final. Los artefactos no son el

resultado de algo que ha ocurrido en el tejido durante la vida, sino de
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alteraciones posteriores, por manipulacion humana al preparar los
cortes (Ham, 1998).

Afinidad de los colorantes

La seleccion de un corte adecuado, para observar detalles
estructurales de las células y de los tejidos cuando estan trabajados
con colorantes 4cidos y basicos, se recomienda, en este caso, probar
determinado colorante, en O6rganos, que dentro de su estructura
organica, los elementos celulares se encuentren juntos Yy
ordenadamente. El rifién el 6rganos de eleccién. La mayor parte de las
células, son similares, y poseen una distribucion también similar. Esto
se logra en un corte, pues en estos érganos el 60 por 100 de las
células son del mismo tipo y se hallan dispuestas en forma similar. La
mayor parte de los colorantes utilizados en histologia se clasifican en
acidos y basicos. Sin embargo, no son netamente acidos o bases, sino
sales neutras que se disuelven en agua, en la cual se disocian dando
aniones y cationes. Un colorante se denomina acido o basico cuando el
componente que proporcione color este en el anion o en el cation de la
sal disociada. Si est4 en el anién (el radical &cido), el colorante se
denomina acido o anionico; si esta asociado con el cation se denomina
basico o catidnico. Cualquier sustancia observada en un corte se llama
basdfilos si tiene afinidad por un colorante basico. De manera analoga
una sustancia se llama aciddfila, si capta un colorante &cido. Por lo
tanto, las sustancias basdfilas son de color azul o purpura. Se ha
comprobado que utilizando dos tinciones, primero de un color y luego
otro diferente , se logra mas contraste todavia porque un colorante se
combina con ciertos componentes celulares, los colorantes &cidos
tienen particular efecto con los acidos nucleicos que se encuentren en
el nucleo, pared celular y algunos componentes dentro del citoplasma,
determinado una apariencia azulada o purpura; por otro lado, los

demas componentes proteicos , glucdégeno, tienen particular efecto de
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tincion con los colorantes acidos , determinando un color rosa o rojo,
por lo tanto el motivo que algunos componentes capten un colorante y
otros capten otro, informa sobre la naturaleza quimica del material en

gue en cada caso se tifia (Alvarado, 2000).

Uso del colorante Natural Acido Carminico en tejidos de higado de

ovino

En el trabajo de tesis para obtener el Titulo Profesional de Médico
Veterinario, titulada "Uso del colorante natural Carmin-Acido Carminico,
obtenido del Dactylopius coccus (cocninilla), en la Técnica de
Coloracién Hematoxilina Eosina, en tejidos de higado de Ovino-
Cajamarca”, utilizando el &cido carminico en reemplazo de la
hematoxilina, los resultados obtenidos muestran que los nucleos de las
células del higado , como los nucleos de las células endoteliales de los
vasos sanguineos situados dentro de los tejidos del parénquima y
estroma del higado, tienen afinidad por el colorante. El tejido conectivo
de la cépsula de Glisson, y de las trabéculas del estroma, no tienen
afinidad al colorante. En los criterios cualitativos para evaluar la
afinidad de los colorantes en los elementos estructurales de los vasos
sanguineos lo califica como regular, por no encontrar contraste de
coloracién. Ademas dicho autor, recomienda realizar trabajos similares
utilizando el &cido carminico a una mayor concentracion y realizar

dicha investigacién en otros 6rganos (Velasquez, 2015).



CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Embriologia e Histologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de
Cajamarca. La microtomia, la coloracién y el montaje de las laminas se

llevé a cabo en el Laboratorio de Histologia de SENASA-Lima.

Datos Meteoroldgicos (*)

Temperatura Promedio Anual 14.9°C
Temperatura Minima Promedio Anual 10.8° C
Temperatura Maxima Promedio Anual 21.3°C
Precipitacion Pluvial Anual 878.5 mm
Humedad relativa 64.1 %

(*) Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia- Cajamarca-2016.



3.2. MATERIALES

3.3.1. Material bioldgico

3.3.2.

10 muestras de tejido de rifidn de ovino.
Equipos

Microscopio compuesto de luz incorporada.

Microscopio compuesto con cdmara incorporada.

Micrétomo de rotacion.
Refrigeradora.
Estufa.

Barfio Maria.

3.3.3. Material de laboratorio

3.3.4.

Mortero.
Tamiz (malla metalica de 1/16”).

Laminas porta y cubre objetos.

Reactivos
Alcohol etilico.
Xileno.
Formaldehido.
Acido carminico.

Balsamo de Canada.
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3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Selecciéon de los insectos

En el momento de la cosecha del Dactylopius coccus
(cochinilla), se seleccionaron a aquellos parasitos adultos que
llegaron a medir mas de 7 mm de longitud por 6 mm de ancho,
medidas que nos indican que el parésito ha llegado a su

madurez.
3.3.2. Muerte y secado de los insectos

e Los parasitos seleccionados en el momento de la cosecha,
mas o menos 250 gramos, se los colocd en bandejas de
calamina cubierto con plastico durante 3-5 dias, tiempo
suficiente para que mueran por asfixia.

e Luego de este tiempo, verificado la muerte de los parasitos,
se les quitd la cubierta de plastico y fueron sometidos a
deshidratacion y secado en las mismas bandejas de
calamina por un tiempo de 15 a 25 dias. Los parésitos
muertos se caracterizan por presentar deshidratacion, sin
motilidad y envueltos de un polvo blanquecino
caracteristico.

e Durante el tiempo de exposiciéon al sol, la cochinilla, fue
necesario moverlos continuamente, con mucho cuidado,
evitando maltratarlos.

e Al finalizar el procedimiento de sacrificio, se obtuvo un

producto plateado de buena calidad.
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3.3.3. Obtencion del colorante acido carminico

3.3.4.

e Los insectos sacrificados, deshidratados fueron molidos en
mortero hasta obtener un polvo fino homogéneo bien
triturado.

e Luego, se realizo el tamizado en mallas metalicas de 1/16”,
hasta obtener una uniformidad del producto (cochinilla en
polvo).

e Se pesOd 10 g de cochinilla en polvo, se deposita en un
beaker con capacidad para 150 ml, para luego afadirle 100
ml de alcohol etanol absoluto.

e Se mezclé hasta disolver debidamente el polvo (puede
ayudarse con calor de mechero a gas).

e Una vez obtenido el colorante &cido carminico, se le afiadio
5 ml de una solucion de alumbre como mordiente (solucién
de alumbre al 5%). El alumbre se disolvio, 5 g de alumbre en
100 cc de agua destilada.

e Las dos soluciones se combinaron hasta su homogenizacion
total.

e Se dej6 afiejar el colorante hasta su uso (2 meses).

e El producto final, fue una solucibn de un color azul o

purpura.

Obtencion de la muestra de tejido de rifiobn de ovino en el
camal Municipal de Cajamarca

Una vez sacrificados los animales, fueron retirados los rifiones
para realizar la toma de las muestras en las mesas pos
inspeccion. La toma de las muestras de rifién, fue de un
centimetro cubico, inmediatamente las muestras fueron
depositadas en frascos de vidrio que contenian el fijador
formaldehido bufferado al 10%.
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Las muestran contenidas en el fijador fueron trasladadas al

Laboratorio de Embriologia e Histologia para proseguir con la

Técnica de Inclusién en Parafina.

3.3.5. Trabajo de Laboratorio (Embriologia e Histologia)

Método de Inclusién de Parafina

Toma de la muestra de tejido renal de ovino de 1 cm?.
Fijacion. Luego de la fijacion de las muestras en una
solucion de formaldehido bufferado al 10%, los bosques de
tejido renal se los lavé en agua corriente por 5 a 10 minutos,
tiempo necesario para eliminar con agua el exceso del
fijador.

Deshidratacion. Seguidamente, fueron sometidas a
concentraciones crecientes de alcohol etilico en soluciones
de 80°, 95° y alcohol absoluto hasta la deshidratacién total.
Aclaramiento. Efecto de aclaramiento de las muestras con
xileno en tres bafios de vasos Coplin.

Inclusion. Las muestras se las incluyéo en bloques de
parafina diluida, obteniendo tacos de parafina que
contendrdn las muestras correspondientes. Se las dejo
enfriar al aire libre por 24 horas, y para permitir el proceso
satisfactorio, luego permanecerdn por 72 horas en

refrigeracion.

3.3.6. Trabajo de Laboratorio SENASA-Lima

Microtomia. Obteniendo el endurecimiento y enfriamiento de
los tacos de parafina, se los montd al Micrétomo de rotacion,
para obtener rebanadas de tejido a 5 — 8 micras de grosor.
Estos cortes se extenderan en Bafo Maria (37°C — 40°C),

gue previamente contiene gelatina adhesiva. Se recupera el
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corte con una lamina portaobjetos, se las deja secar al aire
hasta el momento de colorearlas.

Coloracion. Una vez seca la muestra. Se llevo a cabo la
coloracion con acido carminico.

Montaje. Finalmente, se realiz6 el montaje, adicionando 1
gota de Balsamo de Canada, como pegamento, se coloca
una laminilla cubreobjetos, evitando por presion la formacion

de burbujas de aire.
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3.3.7. Procedimiento para determinar la afinidad del colorante

natural Acido carminico

Tabla 1. Determinar el grado de coloracién para evaluar la calidad de

tincion del colorante Acido Carminico-Eosina (segun
Velazquez, 2015).

Criterios cualitativos para determinar el grado de coloracion.

Buena

*.Buena afinidad de los tejidos del rifion de ovino (Cépsula, corteza y

meédula) a los colorantes acidos y basicos (Eosina-Acido carminico).
*. Distribucién de los colorantes en forma homogénea.
*, Sin presencia de artefactos.

*. Nitidez considerable, lo que permite la identificacion de las

estructuras parengquimatosas y tejido estromal.

Regular

*, Moderada afinidad de los tejidos a los colorantes.

*, Estructuras histolégicas poco coloreadas lo que permite poca
visibilidad.

*, Coloraciéon opaca en zonas importantes de tejido.

*. Presencia de artefactos que altera la coloracion.

Mala

*.Elementos celulares de la cépsula, corteza y médula renal, no

identificables.
*, Afinidad de los tejidos a un solo colorante.

* Presencia de artefactos diseminados por gran parte de la muestra.
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+ Basofilia. Determinamos la basofilia por observacion directa de
las laminas segun el color que han adoptado los tejidos del
rifidn:

- Basofilia, si los nucleos de las células se tifien de un color
azul intenso.
- Acidofilia, si las células se tifien de un color rojo o rosado

intenso.

3.4. TRATAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Para el presente trabajo de investigacion los resultados fueron

analizados mediante analisis de Estadistica Descriptiva.



Tabla 2. Grado de la coloracion Acido Carminico al 10%,

CAPITULO IV

RESULTADOS

sobre los

elementos estructurales de los tejidos del rifion de Ovino.

TEJIDOS CALIDAD DE LA TINCION
DEL BUENA REGULAR MALA
RINON
+Tejido  conectivo  capsular
(Fig.1) delgado de color rosa
con afinidad a la eosina. Las
fibras conectivas del tejido
Capsula capsular no se evidencian
claramente.
+Se observan los  nlcleos
basdfilos de células conectiva
de color azul oscuro con
afinidad al &cido carminico.
+Corpusculo Renal Cortical (Fig.2). Con afinidad al colorante acido
carminico-eosina. Se observa con claridad la conformacién de la capsula
glomerular, conformada por capa parietal y visceral revestida por células
planas simples con nicleos basofilos de color azul.
+En los Tubulos Contorneados Proximales, se observan revestidos de
Corteza células cubicas, con citoplasma de color rosa (aciddfilas) a la eosina, con
nucleos basdfilos de color azul con afinidad al &cido carminico.
+Los vasos sanguineos corticales (Fig. 3) con afinidad al colorante &cido
carminico-eosina. En el lumen observamos sangre hemolizada de color rojo
brillante.
+Tlbulos renales medulares (Fig.4), corte trasversal y longitudinal.
Apreciamos el contraste de coloracion. Células cubicas de citoplasma
Médula acidofilo de color rosa con afinidad a la eosina, ndcleos baséfilos de color
azul con afinidad al &cido carminico.
+Capilares medulares con nucleos de células endoteliales basdfilas.
+Tejido conectivo de la pelvis renal. Mostrando células adiposa y nicleos de
células conectivas con afinidad al &cido carminico (Fig. 6,7).
Pelvis +Vasos sanguineos con afinidad al acido carminico-eosina.
renal +Arterias medianas y arteriolas con capa macular lisa de color rosa con

afinidad al colorante eosina (Fig. 6,7).
+NUcleos de célula endoteliales de color azul con afinidad al colorante acido

carminico.
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4.2. Resultados de detalles histolégicos de tejidos de rifidn de ovino,

donde podemos observar la basofilia, luego de ser sometidos al

colorante acido carminico al 10%

Fig. 1.

Cépsula Renal de Ovino. (a) Tejido conectivo capsular delgado de

color rosado oscuro, con afinidad al colorante eosina. (b) Nucleos
basdfilos de células conectivas de color azul oscuro con afinidad al
colorante &cido carminico. (c) Tejido de la corteza renal formado por
tubulos renales corte transversal con ndcleo baséfilos del epitelio de

revestimiento con afinidad al colorante acido carminico. 100 X.



Fig. 2.

Corteza Renal de Ovino. (a) CorpUsculo renal. (b) Capsula

glomerular, Capa parietal y visceral del corpusculo renal, revestidas
de un epitelio plano simple, se aprecian los nucleos de las células
epiteliales con afinidad al colorante acido carminico de un color azul
(basofilia). (c) Entre las dos capas de la cépsula glomerular
observamos al espacio glomerular sin coloracion aparente. (d) Cono
urinifero corpuscular junto a un tabulo contorneado proximal revertido
de un epitelio cubico simple de células con citoplasma aciddfilo con
nucleos basdfilos con afinidad al &cido carminico. (e) Ovillo glomerular
(f, g) Cono urinifero, polo urinario. 100 X.
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Fig. 3.

Corteza Renal de Ovino. (a) Glomérulos renales con afinidad a los
colorantes &cido carminico que muestra una basofila de color azul, y
a la eosina que muestra una acidofilia de color rosa. (b). El
parénquima cortical con gran cantidad de tdbulos renales (corte
transversal), revestidos por un epitelio cubico simple con citoplasma
aciddéfilo de color rosa y nucleos baséfilos de color azul brillante. (c)
Vena de la corteza renal con tejido sanguineo, con afinidad a la
eosina de color rojo. (d) Tubulos renales corticales. 100 X.
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Fig. 4.

Pelvis renal de Ovino. (a) Tejido conectivo de la pelvis renal. Muestra
tejido adiposo con presencia de células conectiva, con nucleos
baséfilos de color azul intenso. (b) Rama de la arteria mediana de tipo
muscular, se aprecia los nucleos de las células endoteliales con afinidad
a colorante acido carminico de color azul, la capa media muscular con
afinidad a la eosina de color rosa. (c) Vena renal, de pared delgada y

luz amplia, revestida de células endoteliales baséfilas. 100 X.
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Fig. 5.

Detalle histoldgico de la afinidad al colorante Acido Carminico-Eosina de
los componentes estructurales de los vasos sanguineos renales de
ovino. (a) Arterias medianas musculares, con nudcleos de las células
endoteliales con afinidad al colorante &cido carminico de color azul, las
capas musculares lisas con afinidad a la colorante eosina de color rosa.
b) Pequefias venas que muestran la misma afinidad al colorante acido

carminico-eosina, arteriola. 100 X.
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CAPITULO V

DISCUSION

En la realizacion del presente estudio, para mostrar la afinidad de los
elementos estructurales del rifidn de ovino con la técnica de coloracion Acido
Carminico al 10%-Eosina, se crey0 por conveniente trabajar en rifion de
ovino, por ser un Organo parenquimatoso, macizo y compacto, donde su
constitucidon se encuentra organizada. Razones que compartimos con,
Alvarado (2000), al referir que para probar una técnica de coloracién acido-
bésica, debe de realizarse preferentemente el estudio en d&rganos
compactos, (higado, rifibn) donde sus estructuras que lo conforman se
encuentren juntas y ordenadas. Por estas consideraciones, trabajamos en
rifidbn, en donde la mayor parte de elementos celulares y elementos del

tejido conectivo son similares, y poseen una distribucion también similar.

En la Tabla 2, se muestra la recopilacion de los hallazgos histolégicos, la
afinidad tintorial de los tejidos de rifidon de ovino (Capsula, corteza, médula,
pelvis renal y vasos sanguineos) al colorante Acido Carminico al 10%-
Eosina. En la Fig. 1, observamos los tejidos de la capsula renal de tejido
conectivo con afinidad a los colorantes acido carminico y a la eosina,
esparcidos sobre ella, nucleos de células conectivas basofilos que muestra
afinidad al colorante &cido carminico. En la cépsula no se detalla la
distribucion de las fibras conectivas elasticas, por tener éstas, afinidad a
colorantes especiales; al respecto, Prieto Motta, (1998), determina que cada
componente estructural de un tejido necesita de un colorante especifico,
acido o basico, basado en la composicién quimica del tejido. El conectivo,

tiene mayormente afinidad a la Eosina. El acido carminico como colorante
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basico, tiene afinidad a los acidos nucleicos y colorea a los nucleos

celulares de un color azul-purpura.

En las Figs. 2, 3 y 4. Observamos los elementos parenquimatosos y vasos
sanguineos del rifidn, en cuyos detalles histologicos existe contraste de
cloracion, el citoplasma de las células cubicas del revestimiento de los tubulo
renales se muestra de color rosa con afinidad a la eosina (acidofilia),
mientras que los ndcleos de las células cubicas y los nucleos de las células
planas endoteliales tienen afinidad al acido carminico mostrando un color
azul purpura (basofilia). Consideraciones que compartimos con Ham (1998),
al referir que todos los componentes de un tejido tienen afinidad distinta,
porque individualmente quimicamente son distintos, de igual manera
manifiesta que los colorantes acidos (eosina), tifien al citoplasma celular de
un color rosa o rosa brillante, en cambio, los colorantes basicos de un color

azul o puarpura por afinidad a los acidos nucleicos.

En la Fig. 5, observamos tubulos renales medulares (corte longitudinal), y el
tejido intersticial lleno de una gran cantidad de células inflamatorias (nefritis
intersticial), todas ellas de un color azul parpura con afinidad al acido

carminico.

Los elementos estructurales de los vasos sanguineos, se detallan en las
Figs 6 y 7, observamos que si existe contraste de coloracion, asi mismo,
dentro de los criterios cualitativos para evaluar la calidad de tincion, se
calificé como buena. Observandose que cada constitutivo estructural de los
vasos sanguineos tienen diferente apetencia tintorial. La pared muscular de
las arterias medianas y arteriolas se tifien de un color rosa con afinidad a la
eosina, en tanto, los nucleos de las células planas endoteliales se muestran
de un color azul purpura con afinidad al acido carminico. Velasquez (2015),
utilizando la técnica de tincion acido carminico al 5%-Eosina en tejido de
higado de ovino, no encuentra contraste de coloracion y solo reporta que los
vasos sanguineos se encuentran revestidos de células endoteliales con
nacleos basofilos. Dentro de los criterios cualitativos para evaluar la calidad

de la tincién lo considera como mala.



6.1.

6.2.

CAPITULO VI

CONCLUSIONES

El acido Carminico al 10%, empleado en reemplazo de la
hematoxilina, en la técnica de coloracion Hematoxilina-Eosina,
brinda buena afinidad de los tejidos del riibn de ovino
comprobandose una nitidez considerable, lo que permite la
identificacion de las estructuras parenquimatosas, tejido estromal y

vasos sanguineos.

El 4cido carminico al 10%, se comporta como colorante basofilo
reemplazando a la hematoxilina en la técnica de coloracion

hematoxilina-eosina.
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ANEXO

TESTIMONIO FOTOGRAFICOS QUE MUESTRAN LOS PASOS DE LA
METODOLOGIA.

Fig. 6. Cosecha. Seleccion de los parasitos de Cochinilla (Dactylopius coccus.).

Fig. 7. Seleccion de los parasitos Dactylopius coccus, para someterlo al proceso de

matanza por asfixia.
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Fig. 8. La fuente de aluminio que contiene a los parasitos Dactylopius coccus, es cubierta

con plastico durante 48 horas, hasta la muerte por asfixia.

Fig. 9. Muertos los parasitos, se estd procediendo a la deshidratacion y secado por 25

dias.
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Fig. 10. Laboratorio de Ciencias Quimicas y Dindmicas de la Universidad Nacional de
Cajamarca. Proceso de trituracion del parasito, Dactylopius coccus, (Cochinilla)

en mortero para obtener un polvo suave y homogéneo.

Fig. 11. Laboratorio de Ciencias Quimicas y Dindmicas de la Universidad Nacional de
Cajamarca. Los parésitos Dactylopius coccus (cochinilla), triturados, en polvo se

peso6 10 gramos para preparar la solucion de &cido carminico.
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Fig. 12. Laboratorio de Ciencias Quimicas y Dindmicas de la Universidad Nacional de
Cajamarca. Los 10 gramos de acido carminico en polvo fueron disueltos en 100 ml

de alcohol absoluto (etanol).

Fig. 13. Laboratorio de Ciencias Quimicas y Dinamicas de la Universidad Nacional de
Cajamarca. Los 10 gramos de &cido carminico en polvo fueron disueltos en 100 ml
de alcohol absoluto (etanol).
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METODO DE INCLUSION EN PARAFINA

LABORATORIO DE EMBRILOGIA E HISTOLOGIA. FACULTAD DE
CIENCIAS VETERINARIAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
CAJAMARCA

Fig. 14. Método de Inclusion en Parafina. Deshidratacién en alcoholes ascendentes
(80°C, 95°C, 95°C, 100° C, 100°C, 100°C)



Fig. 16. Método de Inclusién en Parafina. Impregnacién en 3 bafios en parafina a 60°C
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Fig. 17. Método de Inclusion en Parafina. Inclusidon. Confeccién de tacos de parafina

Fig. 18. Diagndstico histoldgico de laminas montadas. Laboratorio de Biologia. Facultad de

Educacion.



Fig. 19. Laboratorio de Bilogia.

Facultad de Educacion. Microfotografia.
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Tabla 3. Descripcion General de los 10 Ovinos Sometidos al Estudio
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Ovino Edad Sexo Peso Raza
(afos) (kg)
1 2.0 Hembra 14.0 Pelibuey
2 15 Hembra 18.5 Mestizo
3 2.0 Hembra 16.0 Mestizo
4 2.0 Macho 22.0 Mestizo
5 3.0 Macho 26.0 Mestizo
6 2.5 Macho 24.0 Mestizo
7 2.0 Macho 21.0 Mestizo
8 3.5 Macho 26.0 Mestizo
9 3.0 Macho 25.0 Mestizo
10 2.0 Macho 20.0 Mestizo
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Preparacion de Fosfato Bufferado Salino

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 sédico dibasico anhidro y 0,256 g de
fosfato s6dico monobasico monohidratado. Se continda agitando hasta

gue disuelva (se puede someter a calor si es necesario).

5. Si ha usado calor se espera a que enfrie y se mide el pH en un
peachimetro, ajustandolo si es necesario con 1,0 N de hidroxido de

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

Nota: La preparacion del 1,0 N de hidréxido 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 soluciéon a un frasco volumétrico de

100 ml y agrega 20 ml de agua destilada agitando la solucion.

6. Se continda agitando la solucion y se agrega 8,766 g de NaCL

esperando que disuelva.

7. Se transfiere la solucion hacia un frasco volumétrico de un litro y se

adiciona 200 ml de agua destilada agitando constantemente.
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SOLUCION DE FORMOL BAFERADO NEUTRAL AL 10 %

FOIrMOIL 40 Q... e e e 100 ml
Aguadestilada............ooiiiiii 900 ml
Fosfato s6dico monobasiCo........... ..o 44

Fosfato sédico di basico anhidro..............coooiiiii i 659

GELATINA ADHESIVA AL. 5%

Gelatina farmaceéutica. ... 59
Aguadestilada...........cooiiiii 100 ml
Disolver con ayuda de calor.

Adicionar varios cristales de timol para preservar.

Para uso, mezclar completamente tres cucharaditas de la solucién de

gelatina al 5% por 1000 ml, en el bafio de flotacion.

STOCK DE EOSINA ALCOHOLICA AL 1%.

Eosina (amarillenta),agua soluble.......................ccooiiiiiiiiiieeeee. 1@
Aguadestilada...........coooiii 20 ml
Disolver y adicionar

AICONOL OB e 80 ml
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SOLUCION DE EOSINA
Stock de eosina alcohdlica al 1%0.........oocuveeieeeiiiiiiiiiee e 1 parte
Y (oo T ] =0 SRS 3 partes

Justo antes de usar adicionar 0,5 ml de acido acético glacial por cada 100 ml
de colorante y remover.

ALCOHOL ACIDO
YN [oT0] o L) B4 0 L Y 100 ml

Acido clorhidrico concentrado...........oeeveeieeeee e, 30 ml

CARBONATO DE LITIO SATURADO AL 1%
Carbonato de [0, ... ..o 19
Aguadestilada...........coooiii 100 ml
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Técnica de Deshidratacion, Aclaramiento, Impregnacion e Inclusion

DESHIDRATACION

N o gk~ w0 Dbd e

IMPREGNACION

11. Parafina 56° - 58°. ..o
12. Parafina 56 - 580, ..
13. Parafina 56° - 58°. ..o

INCLUSION

14. confeccién de tacos.

Lavado en aguas corrientes..............cccoeeeiiinnnn.
Alcohol 80° ...
Alcohol 95°. ...
Alcohol 95°....
Alcohol 100°... .o
AICohOol 100°...
AICohol 100°...

................. 2 horas
................ 2 horas

................. 2 horas
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Técnica de Coloracion Acido carminico 10% - Eosina

TIEMPO DE DURACION

Lo X0l o 5 minutos.
2. X0l e 5 minutos.
3. Alcohol absoluto al 1009%0.............evveeriiiiiieiee e 3 minutos.
4. Alcohol absoluto al 100%.........c.cceeeeeriiiiiiirieeee e 3 minutos.
5. Alcohol absoluto al 95%...........cccoiiiiiiiiiiiiiie e 3 minutos.
6. Alcohol absoluto al 95%..........ccooiiiiiiiiiiiii e 3 minutos.
7. Alcohol absoluto al 70%0..........coooviiiiiiiii e 3 minutos.
8. Aguadestilada ............cooiiii 3-5

9. Acido carminiCo 10%0..........couueeeieeeee e 5-10

10. Agua destilada ...........coooiuiiiiii 3-5

11. Alcohol acido- enjuagar

12. Agua destilada- enjuagar

13. Carbonato de litio @l 1%0.........ceevveiiiiiiiiiiie e 2 minutos.
14. Lavado con agua corriente............cooeviiiiiiiiiiiiiiee, 10 minutos.
15. Lavado con agua destilada..............cccoooiiiiiiiiiiiiic 5 minutos.
16. Alcohol absoluto al 70%0.........ccoiiiiiiiiieeiiiieiee e 3 minutos.
A o 1= - 1- 5.

18. Alcohol absoluto al 70%...........cooiiiiiiiiiiie e 3 minutos.
19. Alcohol absoluto al 95 %b...........euveiiieiiiiiiiie e 2 minutos.
20. Alcohol absoluto al 95 %b.........ooooiiiiii 2 minutos.
21. Alcohol absoluto al 10090........cccoiiuiiiiiieiiiiiee e 2 minutos.
22. Alcohol absoluto al 100%0...........cooooiiiiiiiiiiiiieieee e 2 minutos.
23, Xl e 3 minutos.
24, XilOl .o 3 minutos.
25, Xl .o 3 minutos.
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26. Colocar una gota de Balsamo de Canada sobre la lamina portaobjeto y

cubrir con la lamina cubreobjetos.



