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Resumen

Introduccion: Latécnicaanatomicadediafanizacion consiste entransparentarlostejidos
blandos de organismos vertebrados (aclaramiento), para teflir los tejidos mineralizados
y poder visualizar los componentes dseos y cartilaginosos (tincion). Objetivo: Revisar
los reportes disponibles en la literatura especializada que han descrito el desarrollo
embrionario del sistema 6seo de mamiferos a través de técnicas de diafanizacion y
tincién simple o tincion doble. Materiales y métodos: Se revisé la literatura sobre
el tema en PubMed, Google Académico y SciELO, basandose en la metodologia
PRISMA, a través de la asociacion del término double staining con los descriptores en
salud del Medical Subject Headings (MeSH) alizarin red, alcian blue, boney cartilage,
y la combinacion con los operadores boleanos + y &. Resultados: En esta revision de
la literatura se incluyeron 22 articulos que describieron la técnica de diafanizacion
y tincion simple o tincion doble empleada en la observacion, registro y analisis del

*  Esta revision de la literatura deriva del proyecto de investigacion Atlas histologico del desarrollo embrionario
—estadios de Witschi— de la rata albina Wistar (Rattus norvegicus), el cual fue financiado a través de la Con-
vocatoria Interna de Investigaciones Capital Semilla 2014-2015 de la Pontificia Universidad Javeriana (Cali,
Colombia).

1 Programa de Medicina de la Facultad de Ciencias de la Salud, Pontificia Universidad Javeriana, sede Cali,
Colombia.

2 Departamento de Ciencias Bésicas de la Facultad de Ciencias de la Salud, Pontificia Universidad Javeriana,
sede Cali, Colombia.
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desarrollo embrionario del sistema 6seo de ma-
miferos. Conclusion: La diafanizacion y tincion
simple o tincion doble es una técnica anatomica
de estudio —versatil y de bajo costo— del de-
sarrollo embrionario del sistema 6seo, la cual
puede emplearse en estudios toxicologicos, para
descartar la posibilidad de anomalias de desarro-
llo durante la formacion del cartilago (condrogé-
nesis) y del hueso (osteogénesis), asociadas a la
exposicion de un posible agente teratdgeno.

Palabras clave: anatomia comparada, desarro-
Ilo embrionario y fetal, desarrollo 6seo, hueso,
cartilago.

Title: Diaphanization Technique for the
Description of the Embryonic Develop-
ment of the Skeletal System. Systematic
Literature Review

Abstract

Introduction: The anatomic diaphanization te-
chnique consists in the transparency of soft tis-
sues of vertebrate organisms (clearing), in order
to dye the mineralized tissue and visualize bone
and cartilage (staining). Objective: To review
the reports available on specialized literature
that describes the embryonic development of
mammal’s skeletal system through the diapho-
nization technique and simple staining or double
staining processes. Materials and methods: A
literature review was made on PubMed, Acade-
mic Google and SciELO, based on PRISMA,
through the association of the term double stai-
ning with the health descriptors of the Medical
Subject Headings (MeSH) alizarin red, alician
blue, bone and cartilage, and the combination of
the Boolean operators + and &. Results: The-
re were included 22 articles that described the
diaphanization technique and the simple staining
or double staining technique used in the obser-
vation, registration and analysis of the embryo-
nic development of mammal’s skeletal system.
Conclusion: The diaphanization technique and
simple staining or double staining technique is
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an anatomic study technique—versatile and of
low cost—of the embryonic development of
mammal’s skeletal system, which may be used
in toxicology studies, discarding the possibility
of developmental anomalies during the cartilage
or bone formation (chondrogenesis and osteoge-
nesis, respectively) associated to the exposure to
a possible teratogenic agent.

Key words: comparative anatomy, embryonic
and fetal development, bone development, bone,
cartilage.

Introduccion

La diafanizacion o transparentacion es
una técnica de conservacion anatémica
que transparenta (despigmenta o acla-
ra) los tejidos blandos para equilibrar
el indice de refraccion de la luz dentro
de un organismo y fuera de este, y que
tifie (pigmenta) los tejidos mineraliza-
dos para visualizar los componentes
Oseos y cartilaginosos. El fundamento
de la técnica se basa en: 1) fijar el espé-
cimen con formol o alcohol mediante la
formacion de enlaces cruzados entre las
proteinas y la inactivacion de enzimas
autoliticas para impedir la degradacion
post mortem de los tejidos y para man-
tener la citomorfologia de las célu-
las; 2) llevar a cabo la diafanizacion
propiamente dicha, con la cual se
transparentan los tejidos blandos con
una solucion alcalina altamente co-
rrosiva de hidroxido de potasio, que
deshidrata los tejidos mediante una
reaccion de 6xido-reduccion; 3) tefiir
los tejidos mineralizados que queda-
ron expuestos en la diafanizacién con
colorantes que tengan alta afinidad
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por los tejidos mineralizados, por
lo general rojo de alizarina para tejido
6seo y azul alcian (etanol y acido acé-
tico glacial) para tejido cartilaginoso; y
4) conservar la muestra diafanizada con
los tejidos mineralizados tefiidos en una
solucion de glicerina y alcohol [1].

Esta técnica anatomica de observa-
cion de los tejidos mineralizados —di-
rigida principalmente a la tincién del
tejido 6seo con rojo de alizarina—, ini-
cialmente, la desarrolld Schultze, en
1897 [2], y posteriormente la modifi-
caron diferentes investigadores, como
Mall, en 1906 [3]; Dawson, en 1926 [4];
Lipman, en 1935 [5]; Cumley y cols., en
1939 [6]; Gamble, en 1945 [7]; True, en
1947 [8]; Staples y Schnell, en 1964 [9];
Jensh y Brent, en 1966 [10], y Kawamu-
ray cols., en 1990 [11] (figura 1).

Finalmente, Simons y VanHorn, en
1971 [12]; Inouye, en 1976 [13]; Whi-
taker, en 1979 [14]; Kimmel y Tram-
mel, en 1981 [15]; McLeod, en 1980
[16]; Boardman y cols., en 1984 [17],
y Webb y Byrd, en 1994 [18], desarro-
llaron una técnica de doble tincion en la
que, ademas de teiiir el tejido 6seo con
rojo de alizarina, se incluy¢ la tincion
del tejido cartilaginoso con azul alcian,
lo que se constituyo en un método ideal
para estudiar la osificacion endocondral
durante el desarrollo embrionario (figu-
ra 2). De igual forma, Williams, en 1941
[19], y Burdi, en 1965 [20], emplearon
una técnica de doble tincion con rojo de
alizarina y azul de toluidina.

Figura 1. Neonato de raton preparado con la
técnica de diafanizacion y tincion simple (rojo
S de alizarina: tejido 6seo)

Fuente: modificado de Philbrick WM. Parathyroid
hormone-related protein is required for tooth eruption
[PowerPoint Slide for Teaching]. PNAS [internet].
1998;95(20):11846-51. Disponible en: http://www.
pnas.org/content/95/20/11846/F1.expansion.html

Figura 2. Feto de raton preparado con la téc-
nica de diafanizacion y tincion doble (rojo S
de alizarina [tejido dseo] y azul alcian 8 GX
[tejido cartilaginoso])

Fuente: modificado de Sylva M, Li VSW, Buffing A,
Van Es J, van der Born M, van der Velden S, Gunst
Q. The BMP Antagonist Follistatin-Like 1 Is Required
for Skeletal and Lung Organogenesis [figure 3]. PloS
ONE [internet]. 2011;6(8). Disponible en: http:/
journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.
pone.0022616#pone-0022616-g003
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A partir de Dawson, si bien la técnica
de tincion de los tejidos mineralizados
se ha mantenido, la técnica de diafaniza-
cion se ha modificado con el proposito
de corroer o macerar de una forma mas
eficiente los tejidos blandos. Asi, en la
actualidad, las técnicas de diafanizacion
de mayor uso son la modificada de Daw-
son, en la que los tejidos son fijados y
deshidratados en alcohol al 70 %, trans-
parentados con hidroxido de potasio y
aclarados con hidréxido de amonio y
glicerina; y la de Dawson-Shultze, en la
que los tejidos son fijados indistintamen-
te en alcohol o en formol, y son transpa-
rentados en una solucion de glicerina e
hidroxido de potasio al 15% [21].

Este perfeccionamiento de la técnica
de diafanizacion y el empleo de la do-
ble tinciéon ha permitido el estudio del
desarrollo embrionario del sistema dseo
de los vertebrados, debido al contraste
que se genera entre los tejidos 0seo y
cartilaginoso durante la morfogénesis,
a partir de los centros de osificacion
intramembranosa y endocondral. Ello
permite, ademas, desarrollar estudios
de embriologia y anatomia comparadas,
con lo cual se han determinado las im-
plicaciones evolutivas de los vertebrados
[22-25].

Ademas, la posibilidad de la técnica
de diafanizacion ha resultado de gran
utilidad, dada su relativa rapidez y bajo
costo, para desarrollar estudios de tera-
togénesis por citotoxicidad a partir de
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la comparacion de las anomalias congé-
nitas del desarrollo del sistema 6seo en
diferentes biomodelos animales [14]. Se
tiene como estandar la descripcion con
la misma técnica del desarrollo normal
[26-28], de tal forma que se ha podido
identificar en qué momento del desarro-
llo embrionario se evidencian las altera-
ciones morfofuncionales del hueso y el
cartilago [29].

Por lo tanto, el objetivo de este estu-
dio fue revisar los reportes disponibles
en la literatura especializada que han
descrito el desarrollo embrionario del
sistema 0seo a través de técnicas de dia-
fanizacion.

Materiales y métodos

Se reviso literatura sobre el tema en las
bases bibliograficas electronicas Pub-
Med, Google Académico y SciELO, a
partir de la metodologia PRISMA [30],
a través de la asociacion del término
double staining con los descriptores
en salud del Medical Subject Headings
(MeSH) alizarin red, alcian blue, bone
y cartilage, y la combinacién con los
operadores boleanos +y &.

Se incluyeron articulos que des-
criben el desarrollo embrionario del
sistema Oseo a través de técnicas de
diafanizacion y que emplean el método
de tincion simple con rojo de alizarina
para tejido Oseo, o el método de tincion
doble con rojo de alizarina para el tejido
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6seo y azul alcian para el tejido carti-
laginoso. En total se seleccionaron 22
articulos identificados en las bases de
datos electronicas, por medio de los ti-
tulos, de los resimenes y de las palabras
clave, de los cuales se extrajeron los da-
tos requeridos: autores, afio, biomodelo
mamifero, objetivo del estudio, técnica
empleada y conclusion.

Resultados

De acuerdo con la metodologia PRIS-
MA, se obtuvieron 443 articulos, de los

cuales se excluyeron 401 (sin contar
las referencias duplicadas), porque no
describian el desarrollo embrionario
del sistema 6seo de mamiferos. De las
42 referencias tenidas en cuenta, 17 se
excluyeron porque no describieron el
desarrollo de los tejidos 6seo y cartilagi-
noso a través de la técnica de diafaniza-
cion con tincion simple o tincidon doble
(figura 3). Finalmente, se seleccionaron
22 articulos que cumplieron con los cri-
terios de inclusién y cuya informacion
fue organizada en la tabla 1.

a sintesis cualitativa (n = 25)
J/

Referencias incluidas en

e ™
Referencias identificadas en las bases de datos
PubMed (n = 111), Google Académico (n = 326), SCiELO (n = 06)

\ J
4 o . . N
Referencias identificadas duplicadas que se eliminaron
Google Académico respecto a PubMed (n=111)

SciELO respecto a PubMed (n = 1)

SciELO respecto a Google Académico (n = 6) )
4 ) , ,
) ) Referencias excluidas PubMed (n = 82),
Referencias tenidas en Google Académico (n =321), SciELO (n=1)
cuenta (n = 42) por no tratarse del desarrollo embrionario
\_ ) U de biomodelos mamiferos )
4 ) . .
. Referencias excluidas (n = 17) por no
Referencias que cumplen trat de la diafanizacid
con los criterios de ratarse de fa dlatanizacion con
oy n _ tincion simple o tincion doble
elegibilidad (n =22) de los tejidos Oseo y cartilaginoso
- J
™

Figura 3. Bsqueda de referencias de acuerdo con la metodologia PRISMA
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Tabla 1. Organizacion de las referencias tenidas en cuenta segun los criterios de inclusion

Autor Aio Modelo Objetivo Técnica Conclusiones
Diafanizacion con
. . hidroxido de potasio, | La técnica empleada es
Demostrar la existencia tincion simple con efectiva para demostrar
MC Green [21] 1952 Ratén de hueso a partir de una R mpe 1va pai
., rojo de alizarina, la existencia de hueso en
tincion .. . .
mantenimiento con los embriones de raton
glicerina
L. . . L, La diafanizacion, tincion
Disefio de una secuencia | Diafanizacion con L .
. A . y mantenimiento masivo
de procesamiento en hidroxido de potasio, . .
masa de especimenes tincion simple con de especimenes de raton
AD Randle [31] 1969 Raton . . . L se puede emplear en
para analizar el sistema | rojo de alizarina, . o
. . . . estudios de teratogénesis
6seo a través de diafa- mantenimiento con . .
L L optimizando tiempo y
nizacion glicerina y agua
costos
Diafanizacion con
Implementacion de una hidroxido de potasio, | La diafanizacion y
técnica de diafanizacion | tincion doble con tincion doble permite
con tincion doble para rojo de alizarina describir el proceso de
M Inouye [13] 1976 Raton contrastar los tejidos para hueso y azul osificacion endocondral,
oseos y cartilaginoso alcian para cartilago, | que permite la diferencia-
durante el desarrollo mantenimiento con cion del tejido 6seo y del
embrionario plastinacion y con tejido cartilaginoso
glicerina
. L, La diafanizacion, la tin-
Diafanizacion con ., T
A . cion y el mantenimiento
N hidroxido de potasio, . .
. Estandarizacion de L masivo de especimenes
PW Tipton y ME Rata y - . tincion simple con .
1977 i una técnica masiva de . L de raton se puede em-
Burt [32] raton . o rojo de alizarina, .
diafanizacion . plear en estudios de tera-
mantenimiento con togénesis, para optimizar
glicerina y alcohol o8 »P P
tiempo y costos
. Diafanizacion con La tincion de rojo de
Implementacion una . . L S
o . N hidréxido de potasio, | alizarina para tejido 6seo
técnica de diafanizacion L L, ..
. tincion doble con y azul alcian para tejido
. y doble tincion para . . P .
J Whitaker y KM . . A rojo de alizarina cartilaginoso permite
. 1979 Rata diferenciar el tejido 6seo . . .
Dix [14] .. o para hueso y azul diferenciar estos dos teji-
del tejido cartilaginoso .. ,
alcian para cartilago, | dos durante el desarrollo
durante el desarrollo o . . .
. . mantenimiento con embrionario del tejido
embrionario . N
glicerina oseo de ratas
. N La tincion de Inouye
Diafanizacion con . .
. . modificada de rojo de
hidroxido de potasio, L S
. L. A alizarina para tejido 6seo
Adaptacion de la técnica | tincidon doble con L .
de diafanizacion y doble | rojo de alizarina y azulalcidn para tcjido
MJ McLeod [16] 1980 Raton . cartilaginoso empleadas
tincion de Inouye en para hueso y azul Lo .
. A ., , permite diferenciar estos
embriones de raton alcian para cartilago, ..
L dos tejidos durante el
mantenimiento con . .
. desarrollo embrionario
glicerina oy .
del tejido 6seo de raton
La diafanizacion y
Diafanizacion con tincion doble de rojo
hidroxido de potasio, | de alizarina para tejido
Adaptacion de la técnica | tincion doble con 0seo y acido acético para
JP Boardman y 1984 Rata de diafanizacion y doble | rojo de alizarina para | tejido cartilaginoso (de
cols. [17] tincioén en embriones hueso y acido acé- color purpura) permite

de rata

tico para cartilago,
mantenimiento con
glicerina

diferenciar estos dos teji-
dos durante el desarrollo
embrionario del tejido
oseo de raton
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Autor Aio Modelo Objetivo Técnica Conclusiones
La tincion de rojo de
., Diafanizacion con alizarina para tejido 6seo
Implementacion una S . L, ..
. . S hidroxido de potasio, | y azul alcian para tejido
técnica de diafanizacion I .
N tincion doble con cartilaginoso empleadas
. y doble tincion simul- . L. . ,
CAKimmel y C . . . rojo de alizarina simultaneamente durante
1981 Roedores tanea para diferenciar .

Trammel [15] L .. para hueso y azul el protocolo permite

el tejido dseo del tejido i . . .
S alcian para cartilago, | diferenciar estos dos
cartilaginoso durante el .. ..
. . mantenimiento con tejidos durante el desa-
desarrollo embrionario . . .
glicerina rrollo embrionario del
tejido 0seo
Diafanizacion con
Implementacion una hidroxido de potasio, | La tincion de rojo de
técnica de diafanizacion | tincidon doble con alizarina para tejido 6seo
y doble tincidn para rojo de alizarina para | y azul alcian modificado
GN Webb y RA diferenciar el tejido 6seo | hueso y azul alcian para tejido cartilaginoso
1994 Roedores .. SO ; T .

Byrd [18] del tejido cartilaginoso (combinado con ta- permite diferenciar estos
durante el desarrollo em- | lato de hidrégeno de | dos tejidos durante el
brionario de utilidad en | potasio) para carti- desarrollo embrionario
estudios de toxicologia lago, mantenimiento | del tejido 6seo

con glicerina
Implementacion una Diafanizacion con La tincion de rojo de
técnica de diafanizacion | hidroxido de potasio, | alizarina para tejido 6seo
y doble tincion para tincion doble con y azul alcian para tejido

D Trueman y cols. 1999 Ratay diferenciar el tejido 6seo | rojo de alizarina cartilaginoso permite

[33] conejo del tejido cartilaginoso para hueso y azul diferenciar estos dos
durante el desarrollo em- | alcian para cartilago, | tejidos durante el desa-
brionario de utilidad en mantenimiento con rrollo embrionario del
estudios de toxicologia glicerina tejido 0seo

Diafanizacion con
hidroxido de potasio, | La tincion con azul alcian
Descripcion del tejido tincion doble con resulta fundamental al

BG Redfern y cols. 2007 Raton y cartilaginoso durante el | rojo de alizarina observar y describir el

[24] rata desarrollo embrionario para hueso y azul desarrollo del cartilago
de ratén y de rata alcian para cartilago, | durante la osificacion

mantenimiento con endocondral
glicerina
Diafanizacion con
hidroxido de potasio,
Descripcion del sistema | tincion doble con La técnica empleada
. Roedores . . . . A .
N Cortés-Delgado L esquelético (cartilago y rojo de alizarina resulto efectiva para el
2009 y murcié- y . . .
y cols. [29] laco hueso) en dos especies para hueso y azul estudio del sistema 6seo
g de mamiferos alcian para cartilago, | en roedores y murcié¢lago
mantenimiento con
glicerina
Diafanizacion con - s
., . e, . . La técnica permitio
Descripcion de la osi- hidroxido de potasio, o . .
ficacion endocondral tincion simple con describir la osificacion

Nagy y cols. [34] 2009 Raton . o endocondral durante el

durante el desarrollo rojo de alizarina, . .
. . desarrollo embrionario
posnatal del raton mantenimiento con ,
. posnatal del raton
glicerina
Diafanizacion con
NS . hidroxido de potasio, | Durante la osificacion
Descripcion simultanea A
. , tincion doble con endocondral, el hueso
— de los tejidos 0seo y . L. .
D Ovchinnikov , o rojo de alizarina y el cartilago se pueden
2009 Raton cartilaginoso durante el S ‘
[35] para hueso y azul describir simultdneamen-

desarrollo embrionario
del raton

alcian para cartilago,
mantenimiento con
glicerina

te a través del contraste
de dos tinciones
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Autor Aio Modelo Objetivo Técnica Conclusiones
Diafanizacion con s iy
. . La doble tincion permitio
hidroxido de potasio, .
. L determinar el paso de
Descripcion del paso de | tincidon doble con . L
L ., , . L. tejido cartilaginoso a
JJ Rasweilier y Murcié- cartilago a hueso durante | rojo de alizarina o,
2009 . tejido 0seo durante el
cosl. [36] lago el desarrollo embriona- para hueso y azul . L
. . .. , proceso de osificacion
rio del murciélago alcian para cartilago, .
o endocondral en embrio-
mantenimiento con .
. nes de murci¢lago
glicerina
El escaneo con microto-
Comparacion en el . o mografia computarizada
. . Diafanizacion con i .
desarrollo embrionario - . resultd ser mas fiable
. . hidroxido de potasio, .
. del sistema 0seo entreel | . . al estudiar el desarrollo
LD Wisey CT . . . . tincion simple con . . .
X 2009 Conejos método de diafanizacion . L embrionario del sistema
Winkelmann [37] R rojo de alizarina, . .
y tincion simple y el - 6seo y la aparicion de
. mantenimiento con . s
escaneo con microtomo- S anomalias congénitas
- glicerina . .
grafia computarizada asociadas a la accion de
teratogenos en conejo
El escaneo con microto-
.. mografia computarizada
Comparacion en el . L . .
. . Diafanizacion con resulté ser mas fiable al
desarrollo embrionario - . .
X . hidroxido de potasio, | momento de estudiar el
. del sistema 6seo entre el | . . . .
LD Wisey CT i . o tincion simple con desarrollo embrionario
. 2009 Rata método de diafanizacion . . . .
Winkelmann [38] PP rojo de alizarina, del sistema 6seo y la
y tincion simple y el . . .
. mantenimiento con aparicion de anomalias
escaneo con microtomo- o . .
- glicerina congénitas asociadas a
grafia computarizada ., .
la accion de teratogenos
en rata
Diafanizacion con
. hidroxido de potasio S
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2013 Rata . . . para hueso y azul . . X
cols. [25] cimenes diafanizados y ! . cimenes diafanizados y
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teflidos para estudiar el . teflidos en comparacion
. . mantenimiento con L
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plastinacion y con
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. . técnica de tincion doble
hidroxido de potasio, se constituye en una
Estudio de los efectos tincion doble con .. Y
. . . B técnica adecuada para
teratogénicos de pesti- rojo de alizarina ol estudio de anomalias
S Schneider [39] 2013 Raton cidas en el desarrollo para hueso y azul . ..
. A i . congénitas de los tejidos
del sistema 6seo en alcian para cartilago, | -
. L 6seo y cartilaginoso ante
embriones mantenimiento con ‘. .
- la accion teratogénica de
plastinacién y con L .
S pesticidas en biomodelos
glicerina .
animales
Diafanizacion con
hidroxido de potasio, | La diafanizacion y la
s tincion doble con técnica de tincion doble
Descripcion del desarro- . L. . o
. R . rojo de alizarina permite describir el
D Riqueur y KM . llo embrionario y pos- . .,
2014 Raton . . para hueso y azul proceso de osificacion
Lyons [40] natal del sistema 6seo

de raton

alcian para cartilago,
mantenimiento con
plastinacion y con
glicerina

endocondral durante el
desarrollo embrionario y
posnatal del raton
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Jocteur-Monrozier | 2013 conejo rrollo embrionario del . L tejido 6seo durante el
. , rojo de alizarina, . .
[41] y cerdo sistema 0seo - desarrollo embrionario
. mantenimiento con . .
pigmeo . de diferentes especies de
glicerina .
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Diafanizacion con
. L. hidroxido de potasio, | La técnica de diafaniza-
Estandarizar la técnica . ., S
. N tincion doble con cién y doble tincion re-
de diafanizacion y doble . L. o
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. . X alcian para cartilago, | durante el desarrollo em-
embrionario del sistema o . . ..
5c0 mantenimiento con brionario de los tejidos
plastinacion y con oseo y cartilaginoso
glicerina

Discusion

La osificacion es un proceso del desa-
rrollo embrionario de los mamiferos
por el cual se conforma el tejido 6seo
(histogénesis) para constituir los huesos
(morfogénesis). Dicho proceso ocurre
por medio de dos vias: la osificacion
intramembranosa y la osificacion en-
docondral. En la primera, el tejido 6seo
deriva directamente del mesénquima,
como es el caso de la morfogénesis de
los huesos planos; mientras que, en la
segunda, el tejido 6seo deriva de una
plantilla de tejido cartilaginoso deriva-
do del mesénquima, como es el caso de
los huesos largos, los cuales siguen con
su crecimiento y desarrollo durante la
vida posnatal [43].

En el caso de la osificacion endo-
condral, células del mesodermo en
presencia del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y proteina morfo-
génica de hueso (BMP) se diferencian

a células condroprogenitoras y estas, a
su vez, a condroblastos, los cuales se
agrupan en un centro de condrificacion,
secretan la matriz extracelular cartilagi-
nosa y quedan atrapados en esta, para
diferenciarse en condrocitos. Una vez
queda constituida una plantilla de car-
tilago hilaino, esta crece por aposicion
(desde el pericondrio) o de forma in-
tersticial (desde los grupos is6genos).
Posteriormente, células mesodérmicas
indiferenciadas del pericondrio se di-
ferencian a células osteoprogenitoras,
que dan paso al periostio. De alli, los
condrocitos del cartilago hialino se hi-
pertrofian y empiezan a secretar fosfa-
tasa alcalina para cambiar el pH, de tal
forma que las células osteoprogenito-
ras se diferencian en osteoblastos, los
cuales cambian la matriz extracelular
cartilaginosa a matriz extracelular 6sea
(osteoide) y luego depositan fosfatos
y calcio para mineralizar dicha matriz,
lo que ocasiona que los condrocitos
atrapados experimenten muerte celular
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programada al imposibilitarse su nutri-
cion por agua de solvatacion difundida
desde lo que era el pericondrio. Este
proceso, gradual y muy regulado, ocu-
rre durante el desarrollo embrionario y
el crecimiento y desarrollo posnatal, de
tal forma que la plantilla de cartilago es
totalmente remplazada por tejido 6seo
con la excepcion del cartilago articular
[43-47].

Por supuesto, este proceso puede
verse afectado por diferentes factores
genéticos y medioambientales (terato-
genos) durante los diferentes niveles
de diferenciacion, razén por la cual se
hizo fundamental estandarizar el de-
sarrollo normal de la formacion de te-
jido cartilaginoso desde el mesodermo
(condrogénesis) y la formacion de te-
jido 6seo desde el tejido cartilaginoso
(osteogénesis) a través de la osificacion
endocondral. Con este fin, la técnica
de diafanizacion y tincion simple con
rojo de alizarina desarrollada inicial-
mente por Schultze, Mall y Dawson,
les ha permitido a diferentes investi-
gadores describir el tejido 6seo duran-
te el desarrollo embrionario y posnatal
[21,31,32,34,37,38,41], debido a que
esta tincion tiene gran afinidad (en un
pH basico) por los depdsitos de calcio
de la matriz extracelular 6sea minerali-
zada [48].

Sin embargo, fue necesario incorpo-
rar otra técnica de tincidon que permitiera
contrastar el tejido cartilaginoso precur-
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sor de la osificacion endocondral, de tal
forma que todo el proceso se hiciera vi-
sible desde la condrogénesis. El azul al-
cian cuenta con una gran afinidad por los
glucosaminoglicanos (en un pH acido)
[49], los cuales abundan en la matriz ex-
tracelular cartilaginosa, principalmente
en el matriz territorial alrededor de los
condrocitos. Con ello, Simons y Van-
Horn e Inouye desarrollaron una técni-
ca de diafanizacion y tincion doble, rojo
de alizarina para el tejido 6seo y azul
alcian para el tejido cartilaginoso, usada
por diferentes autores para describir el
proceso de osificacion endocondral [13-
18,24,25,29,33,35,36,39,40,42].

Finalmente, y debido al bajo costo
de la técnica, la facil estandarizacion
del protocolo técnico y lo relativamente
rapido de la obtencion de resultados, la
diafanizacion y tincion simple o doble
se ha constituido en uno de los proce-
dimientos de eleccion para estudios de
toxicidad y accion teratogena durante
los estudios experimentales de diferen-
tes agentes de la industria agricola, avi-
cola, manufacturera y farmacolégica,
en lo referente al desarrollo embriona-
rio del sistema 6seo en biomodelos ani-
males [1,18,37-39,50].

Conclusiones

Esta revisién hace un recorrido de la
literatura especializada desde el origen
de la técnica, las modificaciones del
protocolo y sus posibles aplicaciones.

Univ. Méd. ISSN 0041-9095. Bogota (Colombia), 57 (4): 488-501, octubre-diciembre, 2016



498

La diafanizacion y tincion simple o
tincion doble es una técnica anatémi-
ca de estudio (versatil y de bajo costo)
del sistema 6seo durante su desarrollo
embrionario y posnatal, la cual permite
contrastar el tejido cartilaginoso y del
tejido 6seo durante el proceso de osifi-
cacion endoncondral. De esta forma, la
técnica descrita puede emplearse en es-
tudios de 1) descripcion del desarrollo
del sistema esquelético con fines peda-
gogicos; 2) correlacion de la aparicion
de los centros de condrificacion y de
osificacion con el crecimiento y desa-
rrollo del organismo; 3) analisis de la
correcta formacion del cartilago (con-
drogénesis) y del hueso (osteogénesis);
4) estandarizacion de biomodelos verte-
brados de desarrollo del sistema esque-
lético para estudios de embriologia y de
anatomia comparada; y 5) estandariza-
cién de biomodelos mamiferos para el
estudio de anomalias congénitas de ori-
gen medioambiental ante la exposicion
de un posible agente teratogénico.
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