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Investigacion Cientifica

Técnica de diafanizacion con alizarina para
el estudio del desarrollo 6seo”

Diaphanization technique with alizarin for
the study of the bone development

GUILLERMO ADRIAN RIVERA CARDONA!, ANGELICA GARCiA?, FREDDY ALONSO MORENO GOMEZ?

Resumen

La diafanizacién es una técnica anatémica ttil para el
estudio del desarrollo éseo y dental, asi como para la
determinacion de los centros de osificacion en animales
vertebrados. El proceso de diafanizacién se desarrolla en
tres etapas: fijacién con formaldehido, tincién con rojo de
alizarina, corrosion y conservacién. En la diafanizacién
se usan diferentes reactivos como la alizarina roja al
0,1% en agua o alcohol etilico, la solucién de KOH 2%
en agua y glicerina. Una ventaja importante de la diafa-
nizacion es que los especimenes no son conservados en
formaldehido sino en glicerina.

Palabras clave: Alizarina, Diafanizacion,
Osificacion.

Abstract

Diaphanization in an anatomical technique useful for
research in bone and dental development, as for, deter-

mination of ossification centers in vertebrate animals.
Diaphanization process is develop in three phases: for-
maldehyde fixation, alizarin red staining, corrosion and
conservation. Diaphanization used different reactive as
alizarin red 0,1% solved in water or ethylic alcohol, KOH
2% solution in water and glycerin. A diaphanization
important advantage is that specimens are not conserved
in formaldehyde but in glycerin.

Keywords: Alizarin, Diaphanization, Ossification.
Introduccion

La implementacién de las técnicas anatémicas
en el laboratorio de morfologia macroscépica,
descriptiva, funcional e incluso clinica, ha
evolucionado en los ultimos afios, debido a
la necesidad de preservar material anatémico
duradero, estético y de buena calidad para la
investigacion y el estudio de las ciencias bio-
médicas y basicas aplicadas a la clinica”. Las
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técnicas anatémicas disponibles en la actuali-
dad son diversas e innovadoras y su estudio
cobré mucho interés y trascendencia debido
al descubrimiento de la plastinaciéon por el
aleman Gunther von Hagens y a la preparacion
de nuevas soluciones fijadoras y conservadoras
que han permitido disminuir las concentracio-
nes de quimicos téxicos y nocivos como el for-
maldehido y fenol, reemplazdndolos por otros
quimicos menos nocivos para la salud humana
y mas amigables con el medio ambiente®™.

El estudio de la osteogénesis o desarrollo 6seo
y odontogénesis son temas de gran importan-
cia en dreas como la histologia, embriologia
y anatomia'*"®. La técnica de diafanizacion es
muy util para los casos en los que se requiera
determinar centros de osificacién a partir de es-
pecimenes como embriones, fetos y mortinatos
humanos o de otros animales, debido a que su
esqueleto se encuentra en proceso de osifica-
cion endocondral y membranosa. Por eso, si se
pretende determinar la edad de aparicion de
los puntos de osificacion durante el desarrollo
embrionario y fetal, la diafanizacién sera la
mejor técnica para cumplir con este objetivo'*?.

El presente articulo de revision de tema se rea-
liz6 mediante btisqueda a través de las bases
de datos Science Direct, PubMed y Scopus, al
igual que el uso del motor de basqueda Google
Académico, con las palabras clave diafaniza-
cion, alizarina roja, desarrollo éseo, corrosion,
formaldehido, fijacién, técnicas anatomicas.
Una de las limitaciones de la biisqueda en
relacion con el tema de diafanizacion para de-
terminacién de centros de osificacion y estudio
de desarrollo 6seo, es que no existen suficientes
publicaciones en los tltimos afios.

Técnica de diafanizaciéon

La diafanizacién es una técnica anatémica
usada desde hace més de un siglo, con el ob-
jetivo de transparentar los tejidos para poder
observar estructuras profundas tefiidas pre-
viamente con algan tipo de colorante; su uso
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fue bastante amplio hasta la década de 1980 y
luego su empleo disminuy¢, a pesar de que el
desarrollo de su proceso implica baja toxicidad
y bajo riesgo quimico. El proceso de diafaniza-
cion se desarrolla en varias etapas, las cuales
pueden ser reversibles en cualquier momento.
En cada etapa se usan soluciones con reactivos
que varian en concentracion y proporcion.
El cumplimiento del objetivo de cada etapa
debe ser evidenciado mediante una estricta y
minuciosa observacién y registros en bitacora
por parte del investigador, porque solo las
caracteristicas fisicas del espécimen, mas que
los tiempos de trabajo, seran los indicadores
para avanzar secuencialmente en las fases del
proceso de diafanizacion.

Los reactivos utilizados durante el proceso
corresponden a rojo de alizarina, hidréxido
de potasio sé6lido, glicerina y opcionalmente
el alcohol etilico (Tabla 1). Es de aclarar que
para el manejo y uso operativo de cada uno
de los reactivos es necesario conocer previa
y detalladamente la ficha de seguridad con el
objeto de darle un uso 6ptimo al quimico, evi-
tar el riesgo por accidente quimico y usar de
manera efectiva el producto durante el proceso
de diafanizacion.

Ellaboratorio o escenario donde se desarrollara
el proceso de diafanizacién debe cumplir con
las condiciones necesarias de infraestructura,
estabilidad térmica, bioseguridad y demas
normas relacionadas con la manipulacién de
componentes anatémicos con fines académicos
e investigativos. Las etapas de la diafanizacién
corresponden a fijacién inicial, impregnacién,
corrosion, transparentacion y conservacion
tinal del espécimen (Tabla 2).

Fijacion. La primera condicion necesaria para
iniciar la aplicacién de una técnica anatomica a
material organico de cualquier tipo, es frenar el
proceso de descomposicion por medios fisicos
o quimicos y para ello se debe fijar de manera
inicial el componente anatémico. El fijador
quimico tiene como reto evitar la retraccion
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Tabla 1. Quimicos usados durante el proceso de diafanizacion

Quimico Presentacion

Cuidados especiales

Observaciones

Alizarina roja Polvo liofilizado

Conservar en lugar

En solucion debe

(C,HNaO,S) seco y proteccion de conservarse en
la luz solar refrigeracion
Hidroéxido de Hojuelas y lentejas Conservar en lugar seco En solucién con agua
potasio (KOH) y aislado de solventes debe conservarse en
inflamables En solucién con agua
recipiente plastico
Alcohol etilico Liquido Riesgo de combustiéon Ninguna
(CH,CH,OH)
Glicerina Liquido Ninguno Ninguna

Tabla 2. Etapas del proceso de diafanizacion con rojo de alizarina para determinacion de centros de

osificacion

Etapa Soluciones y quimicos

Fijacion inicial
solucién acuosa

Formaldehido 10%-20% en

Caracteristicas del espécimen

Edema y espasticidad generalizada

Impregnacion y
tincion

Rojo de alizarina al 0,1%
en agua o alcohol etilico

Coloracién generalizada ojo remolacha

Corrosion de barrera
superficial

KOH 2% en agua

Edema y disminucion de espasticidad

Transparentacion Mezclas de KOH 2% y
glicerina en diferentes

proporciones

Atenuacion del color rojo hacia una
transparencia de tejidos blandos y
pigmentacion roja de centros 6seos

Conservacion final Glicerina

Transparencia total y pigmentacién roja
de centros 6seos

del tejido, razén por la cual, si un componente
anatémico queda sumergido en una solucién
tijadora conservara sus dimensiones reales,
también la inactivacién enzimaética, sobre todo
para aquellas enzimas catalizadoras de reaccio-
nes quimicas de descomposicion tisular y un
efecto desinfectante de la pieza anatémica para
evitar la colonizaciéon de agentes microbianos
que puedan interferir con la conservacion del
tejido organico. Tradicionalmente la sustancia
tijadora mas usada en laboratorios de mor-
fologia y patologia es el formaldehido, cuya

concentracion maxima alcanza entre 37% a
40% y se usa mediante inyeccion intravascular,
infiltracién o para sumergir los especimenes
anatomicos que se van a usar*>.

El proceso de la aplicaciéon de la técnica de
diafanizacién se inicia con la fijacién en for-
maldehido a concentraciones que pueden
oscilar entre 10% y 20% dependiendo del ta-
mafo del embrién o feto, del tiempo pasado
desde el deceso y de la especie con la que se
va a trabajar (aves, humanos, batracios, peces,
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etc.). El espécimen debera ser sumergido en la
solucion de formaldehido diluida en agua, de
tal manera que la solucion lo cubra totalmente.
El tiempo de fijacién oscila entre 4 y 8 semanas
preferiblemente a temperaturas iguales o in-
feriores a 15°C. Durante el tiempo que dure el
proceso de fijacion el espécimen experimentara
un ligero edema y espasticidad generalizada
por la compactacion de las moléculas tisulares.

Impregnacién y tincién. Pasado el proceso de
fijacion con formaldehido, se procede a extraer
los embriones o fetos de la solucién fijadora y si
se desea se puede realizar un proceso de disec-
cién para eviscerar la cavidad toracoabdominal
y pélvica y luego sumergirlos en una soluciéon
de alizarina al 0,1% en agua o alcohol etilico*,
la cual se debe haber conservado previamente
en refrigeracion y evitar la exposicion directa
a la luz. La inmersién debe ser total y debe
durar al menos 6 horas continuas para lograr
una buena impregnacién de la alizarina a la
piel del espécimen, hasta que se observe una
tincion generalizada de un color similar al rojo
de remolacha (Figura 1).

Figura 1. Mortinato de conejo impregnado con solucién de
rojo de alizarina al 0,1% en agua durante 6 horas.

Corrosion de barrera supetficial. La corrosiéon
de barrera superficial se realiza mediante el uso
de una soluciéon de KOH al 2% en agua. E1 KOH
es un quimico sélido, inodoro, corrosivo con
un pH de 13,5 y una solubilidad de 1.120 g por
litro de agua a 20°C. El objetivo en el proceso de
corrosion de barrera superficial es que se pierda
toda la epidermis por proceso de epidermolisis
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quimica y se formen fisuras y poros anivel de la
dermis para facilitar el paso de la alizarina del
tejido blando superficial a las estructuras dseas.
Durante este proceso el espécimen experimen-
tard un edema generalizado y disminucién de
la espasticidad; la soluciéon de KOH al 2% en
agua debera ser supervisada diariamente y si
se observan muchos fragmentos de epidermis
se sugiere eliminar la soluciéon empleando los
protocolos de bioseguridad y de eliminacién
de residuos quimicos y biolégicos y poste-
riormente reemplazarla por una solucion de
igual composicion pero limpia. Este proceso
requiere de una observacion diaria y detallada,
porque si el espécimen queda inmerso en la
solucion de KOH de manera prolongada y no
controlada, se puede perder debido a que el
efecto corrosivo lesionaria no solo epidermis
sino los demas tejidos blandos profundos in-
cluso los cartilagos. La corrosion de la barrera
superficial puede durar aproximadamente
dos semanas, dependiendo de la cantidad de
epidermis que se aprecie en la solucién y del
grado de edema™*.

Transparentacion. El proceso de transparenta-
cion tiene como objetivo final la visualizaciéon
de los centros de osificacion tefiidos con rojo de
alizarina a través de la diafanizacién o transpa-
rentacion de todos los tejidos blandos por ac-
cion del KOH al 2% en agua y por conservacion
dela glicerina en reemplazo del formaldehido.
Este proceso estd condicionado al cambio de
soluciones dependiendo de las caracteristicas
fisicas del espécimen (Tabla 3). La observacion
en los cambios de los tejidos superficiales como
brillantez y coloracion, al igual que los centros
de osificacion, tefiidos con rojo de alizarina
seran los factores determinantes para realizar
los cambios en las soluciones (Figuras 2 y 3).

Conservacion final. El producto final de los
especimenes diafanizados se conserva en glice-
rina, la cual cumple funciones de conservacion
y reemplaza al formaldehido y de esta manera
se disminuyen los impactos negativos sobre
la salud humana y medioambiental, debido a
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Tabla 3. Caracteristicas de las soluciones durante las etapas del proceso de transparentacién de tejidos

Etapa de trans- Solucién Caracteristicas del espécimen
parentacion
Primera 75% de volumen de solucion de KOH 2%  Atenuacién del color rojo remolacha
en agua 25% de volumen de glicerina y persistencia del edema
Segunda 50% de volumen de solucién de KOH 2%  Coloracién rosada, brillantez en
en agua tejidos superficiales y disminuciéon
50% de volumen de glicerina de edema
Tercera 25% de volumen de soluciéon de KOH 2%  Transparentacion de tejidos blandos

en agua

75% de volumen de glicerina

y observacién de los centros de
osificacién tefiidos con rojo de
alizarina

Figura 2. Feto vacuno en segunda transparentacion.

Figura 3. Feto de conejo en tercera transparentacion activa
con presencia de algunos centros de osificacion tefiidos con
rojo de alizarina en pata delantera derecha.

que la glicerina no genera vapores irritantes ni
ocasiona graves efectos sobre la salud como si
lo hace el formol***". Los productos diafaniza-
dos son delicados, por tanto se debe evitar al

maéaximo la manipulacién mecanica y se sugiere
el uso del estereoscopio o videoflex para su
descripcion.
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