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PROLOGO

El presente manual se ha integrado, con base en las experiencias adquiridas
de los profesores y técnicos del Laboratorio de Histologia y Embriologia de
la Facultad de Ciencias; asi como las sugerencias que a través del tiempo,
han hecho los alumnos; por lo que nuestro objetivo es facilitar la
comprensioén, de los conocimientos adquiridos en el curso de Histologia y
Biologia del Desarrollo.

El manual consta del programa del curso de histologia y biologia del
desarrollo y de 12 practicas; las cuales integran técnicas que permiten
resolver problemas de tipo histoléogico de vertebrados aplicable a
invertebrados, ademas de asociar conocimientos con técnicas aplicadas a
biologia del desarrollo.
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PROGRAMA
CURSO DE HISTOLOGIA Y BIOLOGIA DEL DESARROLLO 2012-2

LA EVALUACION DEL CURSO DE HISTOLOGIA Y BIOLOGIA DEL
DESARROLLO, SE HARA MEDIANTE EL CUMPLIMIENTO DE LO SIGUIENTE:

>
>

Y

YV VYV VY

Debera cumplir con un 80 % de asistencia al curso.

Debera obtener calificacion aprobatoria en el laboratorio, para tener derecho al
examen ORDINARIO (teorico).

Se realizaran tres examenes parciales como minimo, que deberan ser
aprobados.

Dos examenes de laboratorio parciales y un final.

Un examen ORDINARIO (en el caso de NO tener promedio aprobatorio).
Entrega de informes y respuestas a cuestionarios de practicas semanalmente.
Participacion en clase.

Presentacién oral y escrita de un seminario (muestra problema).

MATERIAL QUE EL ALUMNO DEBERA ADQUIRIR.

YV V VYV

Bata

Manual de practicas de laboratorio, (hojas blancas para anexar)
Una caja de colores.

Atlas de histologia (libro).



Periodo 2012-2

PROGRAMA

OBJETIVO GENERAL DEL CURSO:

EL ALUMNO SERA CAPAZ DE RESOLVER UN PROBLEMA DE TIPO HISTOLOGICO Y DE LA
BIOLOGIA DEL DESARROLLO.

OBJETIVO PARTICULAR:

DEBERA ADQUIRIR LOS CONOCIMIENTOS Y LAS HABILIDADES PARA DESCRIBIR,
IDENTIFICAR Y ELABORAR DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS ASI COMO DIFERENCIAR LAS
ETAPAS DE DESARROLLO EMBRIONARIO.

UNIDAD I.- INTRODUCCION AL CURSO DE HISTOLOGIA Y BIOLOGIA DEL
DESARROLLO

1.- Panorama general de la histologia y biologia del desarrollo.

2.- Ciencias morfologicas.

3.- Relacion de la histologia y de la biologia del desarrollo (embriologia) con otras
disciplinas.

UNIDAD II. ANALISIS MICROSCOPICO.
1.- El analisis microscopico como método de estudio de la histologia y embriologia
2.- Técnica histoldgica.

UNIDAD Illl. GAMETOGENESIS Y FECUNDACION.

. Conceptos de ontogenia y filogenia

. Origen de las células germinales primordiales y su migracion hacia las gonadas.
. Proliferacion celular.

. Gametogenesis.

. Fecundacioén.

. Desarrollo y fusién de los prondcleos
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UNIDAD IV. SEGMENTACION.

1. Diferentes tipos de segmentacion.

2. Estadios de moérula y blastula. Formacion de las tres hojas embrionarias:
tejidos derivados de cada una.

UNIDAD V. GASTRULACION Y FORMACION DE LAS CAPAS GERMINALES.
1. Definicion de gastrulacion como proceso.

UNIDAD VI. NEURULACION, CRESTA NEURAL Y FORMACION DE SOMITOS.
1. Induccidn primaria.

2. Formacién del tubo neural

3. Formacién de la cresta neural.

4. Origen de los somitos.

UNIDAD VIl.- GENERALIDADES SOBRE LOS TEJIDOS.
1.- Concepto de célula, tejido, sustancia intercelular.
2.- Clasificacion de los tejidos.- Criterios y fundamento de la clasificacion.
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UNIDAD VIIl.- TEJIDO EPITELIAL.

1. Histogénesis del tejido epitelial.

2.- Caracteristicas generales del tejido epitelial.
3.- Clasificacion del tejido epitelial.

4.- Epitelios de revestimiento y absorcion.

5.- Epitelios secretores o glandulares

UNIDAD IX.- TEJIDO CONJUNTIVO.

1. Histogénesis del tejido conjuntivo

2.- Generalidades del tejido conjuntivo.

3.- Clasificacion del tejido conjuntivo.

4.- Variedades del tejido conjuntivo
4.1 Tejido sanguineo.

4.2 Tejido conjuntivo propiamente dicho.

4.3 Tejido cartilaginoso.
4.4 Tejido 6seo.

UNIDAD X.- TEJIDO MUSCULAR.

1. Histogénesis del tejido muscular
2.- Caracteristicas del tejido muscular.
3.- Clasificacion del tejido muscular
4.- SarcoOmera.

UNIDAD XI.- TEJIDO NERVIOSO.
1. Histogénesis del tejido nervioso.
2.- Componentes del tejido nervioso
3.- Tejido glial o neurdglico.

Periodo 2011-2



Periodo 2012-2

INDICE

Péag.
1.- TECNICA ANATOMICA, TECNICAS PARA EMBRIOLOGIA E 7
HISTOLOGIA
2.- GAMETOGENESIS Y FECUNDACION. 33
3.- SEGMENTACION, GASTRULACION Y NEURULACION 50
4.- TECNICA DE COLORACION HEMATOXILINA — EOSINA (H-E). 62

Y TEJIDO EPITELIAL DE REVESTIMIENTO |

5.- TEJIDO EPITELIAL II: GLANDULAR EXOCRINO Y TECNICA 72

TRICROMICA DE GALLEGO.

6.- EPITELIO GLANDULAR ENDOCRINO Y TECNICA TRICROMICA DE 80
MALLORY.

7.- TEJIDO CONECTIVO I. TECNICA DE SYLVEN PARA LA 87

DEMOSTRACION METACROMATICA DE MUCOPOLISACARIDOS
SULFATADOS (TECNICA DE LISON).

8.- TEJIDO CONECTIVO II. TEJIDO LINFOIDE. 98
9.- TEJIDO CONECTIVO Ill, TEJIDO SANGUINEO 103
10.- TEJIDO MUSCULAR. 107
11.- TEJIDO NERVIOSO, TECNICA GENERAL DEL RiO-ORTEGA 109

CON CARBONATO DE PLATA AMONIACAL PIRIDINADO.
BIBLIOGRAFIA 113



Periodo 2011-2

SESION TEORICO PRACTICA No. 1
TECNICA ANATOMICA,
TECNICAS PARA EMBRIOLOGIA E HISTOLOGIA

INTRODUCCION.

En la actualidad el estudio de la Histologia y de la Embriologia no s6lo comprende
estudios morfolégicos, sino también una serie de métodos y técnicas, asociados a
datos y conceptos interdisciplinarios, fundamentalmente con la genética, la
biologia celular y molecular, que permiten integrar nuevas técnicas para trabajar
en el avance de la teoria del desarrollo.

Sin embargo es importante tener en cuenta que la embriologia moderna ahora
biologia del desarrollo, sélo puede avanzar, basandose en el conocimiento que
proporciona la embriologia descriptiva; por lo que el propésito de la presente
practica, es que el alumno obtenga conocimiento en relacion a las técnicas que
debera aplicar, para conocer las primeras fases del desarrollo ontogénico asi
como, la metodologia para el analisis histolégico.

Para la adquisicion del conocimiento anatomico, debemos principiar por aprender
la terminologia mas comun; asi como efectuar una diseccién (como ejemplo de
técnica anatomica), empleando animales de laboratorio, auxiliandose con modelos
y laminas de libros.

Damos el nombre de técnica Histologica a la serie de procedimientos que nos van
a permitir realizar el estudio microscopico de un tejido o de sus componentes
celulares (técnica citologica). De tal manera que las muestras obtenidas o
fracciones de los érganos deberan ser representativos, debiendo ser reducidos a
fracciones de tejidos de minimo 5 micras y maximo 15, de tal forma que se permita
ser tan delgada y transparente que al utilizar técnicas de coloracion sea posible su
analisis microscopico; por lo tanto en forma general, diremos que la técnica
histologica comprende varias etapas, objetivo de la presente practica.

OBJETIVOS.

« Identificara los diferentes planos de simetria en los organismos de estudio.

o Identificara las cavidades anatomicas; asi como los Organos, aparatos y
sistemas localizados en ellas.

o Determinard la importancia de la técnica de diseccion.

« Conocera y aplicara correctamente algunos métodos de estudio aplicables a la
histologia y biologia del desarrollo.

e« Conocera el manejo de los diferentes aparatos utilizados para la técnica
Histoldgica.

« Determinaré el cuidado que se le deberé tener a cada uno de los diferentes
aparatos utilizados.

o Establecera las ventajas y desventajas en el manejo de los diferentes tipos de
Micrétomos.

o Establecera las ventajas y desventajas de la obtencién de cortes por inclusion
en parafina y por congelacion.



Periodo 2012-2

o« Conocera y aplicara correctamente, algunos métodos de estudio de la
embriologia.

MATERIAL POR EQUIPO

1.-. TECNICA ANATOMICA:
Material:
e Charola de diseccion
Estuche de diseccion
Tijeras rectas
Bisturi
Un embudo de 15 cm. De diametro
Algodon
Frascos Gerber
Un frasco gotero ambar con su respectivo gotero
Alfileres
Cuatro cajas de petri chicas
Un matraz con agua destilada
Un frasco con cloroformo
Guantes
Etiquetas
Lapiz
Bibliografia

Reactivos
e Solucién de formalina buffer 10%

TRABAJO PRACTICO

A. TECNICA PARA DISECTAR

1.- Tomar al animal (en este caso rata), colocando la palma de la mano sobre el
dorso, con el dedo pulgar alrededor del cuello, jalarlo con firmeza sin apretarlo, no
jalarlo de la cola.

2.- Colocarlo debajo del embudo.

3.- Cubrir el orificio del tallo del embudo con un algodon.

4.- Colocar dentro del embudo un algodon con cloroformo y esperar que el animal
se muera.

5.- Localice los planos de simetria.

6.- Colocar la rata con el dorso sobre la tabla de diseccion, atandolo o fijandolo
con alfileres de sus patas, con las extremidades extendidas.

7.- Observe las regiones corporales.

8.- Hacer una incision sobre la linea media desde el pubis (sin cortar érganos
genitales), hasta el cuello, después hacer cortes hacia las extremidades, separar
la piel. Observar el tejido conjuntivo que une piel y musculo (fascia).

9.- Corte los musculos abdominales desde el pubis hasta el diafragma.

10.- Esquematice los aparatos observados en la cavidad abdominal.

11.- Abra la cavidad toracica y esquematice los aparatos contenidos en ella.

12.- Efectue la extirpacion de un aparato por persona y llevarlo a fijacion.
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B. TECNICA HISTOLOGICA.

1.- Obtencién de la pieza (realizado en la practica No. 1)

2.- Fijacion (realizado en la practica No. 1)

3. LAVADO DE LA MUESTRA.

El agente dependera del fijador que se haya usado y varia desde el agua
corriente, por ejemplo para eliminar el formaldehido, hasta el alcohol - yodatado
para eliminar el bicloruro de mercurio 6 bien el alcohol del 70% para eliminar el
Bouin.

4. DESHIDRATACION.

Se emplearan como deshidratantes principales el alcohol etilico, acetona, alcohol
isopropilico, etc. La deshidratacion debe ser cuidadosamente controlada para
evitar una retraccion excesiva del material. El alcohol etilico en concentraciones
progresivas del 15% hasta alcohol absoluto, es el agente mas utilizado; sin
embargo dependera del tipo de organismo y 6rgano la técnica de deshidrataciéon a
utilizar.

5.TRANSPARENTACION.

Antes de pasar las piezas a la parafina, se hace necesario “transparentarlas” con
una substancia que substituya al alcohol y las prepare para recibir a la parafina.
Entre las mas utilizadas tenemos al xileno, tolueno, benceno, cloroformo, etc.

NOTA: Deberé tenerse especial cuidado en este paso; ya que se pueden quemar
las piezas.

6. INCLUSION EN PARAFINA.

La inclusion de las piezas en una parafina es necesaria, pues cuando ésta ha
solidificado, nos provee de un medio lo suficientemente duro y resistente para
mantener intactos todos los constituyentes tisulares, cuando los cortamos en
“rebanadas” cuyo grosor medimos en micrometros. Al igual que en el caso de la
deshidratacion, la inclusion se hace gradualmente usando al principio una parafina
blanda (punto de fusion de (52°-54° C) una mediana (54°-56° C) y finalmente el
bloque definitivo lo hacemos con una parafina mas dura (56°-58° 6 60° C). La
inclusion definitiva puede llevarse a cabo con ameraffin o paraplast.

7. OBTENCION DE CORTES.

La obtencion de cortes se realiza mediante el uso de aparatos llamados
Micrétomos, los cuales mediante una cuchilla pueden obtenerse cortes del orden
de tres hasta 25 micras.

Los micrétomos mas utilizado, son el tipo Minot para inclusiones en parafina, el
microtomo de congelacion y el Criostato, para obtener cortes mediante la
congelacion de una fraccion de érgano.

RESUMEN DE POSICION ANATOMICA, REGIONES Y TERMINOS DE
DIRECCION EN VERTEBRADOS.
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Todos los animales usados en el laboratorio para diversos fines cientificos deben
ser manejados con extremo cuidado, evitando con esto, posibles traumas fisicos,
por mordeduras, rasgufios 6 bien una contaminacion. Los animales mas
comunmente usados en anatomia son: conejo, rata, raton, cobayo, hamster. Para
nuestro curso es importante conocer la anatomia de éstos y otros animales y
compararla con la anatomia humana.

Para obtener una mejor disciplina en el estudio anatomico de estos animales, es
necesario conocer una serie de términos anatomicos, posiciones de ejes planos.
Es necesario que la imagen que se tenga del cuerpo sea la de un organismo vivo,
funcional y dinamico para lograr una comprension satisfactoria tanto de su
estructura como de su funcion.

Todos los términos descriptivos que proporcionan informacion para la localizacion
de estructuras en relacién con las demas, se definen suponiendo que el cuerpo
esta de pie con los ojos viendo al horizonte, los brazos a los lados con las palmas
hacia delante y los pies en sentido paralelo con los talones juntos. Para los otros
animales de los mencionados, la posicion anatomica es, parado sobre las cuatro
extremidades y con la cabeza al frente. Los términos que se usan son:

1.- Anterior o ventral.- La parte delantera o la parte del vientre.

2.- Posterior o dorsal.- La parte de atras del cuerpo. Los dos términos anteriores
son aplicables al hombre. En otros animales es conocida como lomo. Para los
otros animales es anterior o craneal la que se refiere a la region dirigida hacia la
cabeza y posterior o caudal se refiere a la regién dirigida hacia la cola o cauda.

3.- Superior.- Por encima o algo situado en una parte méas alta en el cuerpo que el
punto de referencia original.

4.- Inferior.- Por debajo o algo situado en una parte mas baja del cuerpo que el
punto de referencia original.

5.- Medial.- Una linea que va desde el centro de la frente hasta un punto entre los
dos pies, define la linea central del cuerpo. Este término se usa para indicar el
movimiento hacia la linea media.

6.- Lateral.- Cuando una estructura esta alejada de la linea central en direccion a
los lados. Lateral significa movimiento alejandose de la linea central.

7.- Extremo.- “fuera de” Generalmente se usa con referencia a la superficie mas
alejada del interior de un 6rgano hueco.

8.- Interno.- “dentro de” Estructuras que se encuentran dentro del cuerpo 0 mas
cerca de la parte interior de un érgano hueco.

9.- Superficial.- Algo que esta mas cerca de la superficie externa del cuerpo.
Tiene significado similar a externo pero es un término preferible cuando se refiere
a una estructura que se acerca a la superficie, pero no la alcanza.

10- Profundo.- Algo que esta alejado de la superficie indica que una estructura se
encuentra cubierta por otras.

11- Proximal.- Definicién estricta significa, mas cerca del punto de union o de la
linea media.

12- Distal.- Definicion estricta, significa mas alejado del punto de unién o de la
linea media.
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13.-Parietal.- Usado para descubrir las paredes que encierran la cavidad del
cuerpo o que rodean los érganos.
14.-Visceral.- Organos colocados en el interior de las cavidades.

PLANIMETRIA

El cuerpo anatémico debe estudiarse aplicando cortes en diversos planos asi se
tiene:

1.- Un corte que divide al cuerpo en mitades de la izquierda es un plano o medio
saqital.

2.- Cualquier plano paralelo al plano medio es parasagital.

3.- Un corte que divide al cuerpo en mitades ventral y dorsal es un plano ventral o
coronal.

4.- Los planos transversales u horizontales se encuentran en angulo recto con los
otros; dividen al cuerpo en parte craneal y caudal. Se habla de corte longitudinal
cuando es paralelo a la dimension mas larga del cuerpo u érgano. Un corte del
cuerpo u 6rgano es perpendicular al corte longitudinal.

CAVIDADES

El organismo humano, posee ciertas caracteristicas facilmente distinguibles o
identificables, que pueden servir como punto de referencia para el estudio de las
estructuras que lo componen, asi por ejemplo, presenta simetria bilateral; otra
caracteristica es que recuerda un tubo dentro de otro tubo. El tubo externo es la
pared del cuerpo, mientras que el interno es el tubo visceral; la cavidad que los
separa esta formada por la cavidad del cuerpo o celémica.

La cavidad del cuerpo o celémica es una cavidad ventral y esta limitada por la
pared del cuerpo. Esta pared comprende la piel, los tejidos conjuntivos, los
huesos, los masculos y las membranas serosas. En los mamiferos durante la vida
embrionaria, esta cavidad se subdivide por medio de una particibn musculo
membranoso en forma de culpula, el diafragma, en las cavidades toracica y
abdominal. La cavidad pericardica también se desarrolla embriol6gicamente a
partir del celoma.

La cavidad toracica contiene la tradquea, los bronquios, los pulmones, el eséfago,
los nervios, el corazdon y los grandes vasos sanguineos y linfaticos conectados
con el corazon. También contiene ganglios linfaticos y el timo.

La cavidad toracica esta tapizada por la pleura, que la divide en las cavidades
pleurales derecha e izquierda, cada una de las cuales contiene un pulmén. Los
otros organos toracicos estan en el mediastino, entre estas cavidades pleurales.

La cavidad abdominal contiene el estomago, el higado, la vesicula biliar, el
pancreas, el bazo, los riflones y los intestinos delgado y grueso.

La cavidad abdominal esta tapizada por el peritoneo que rodea la cavidad
peritoneal. Los riflones se consideran extra peritoneales puesto que estan detras
de la serosa peritoneal.
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La cavidad pélvica es la parte de la cavidad abdominal que esta por debajo de una
linea imaginaria trazada entre las crestas mas salientes del hueso sacro de la
cadera. Esta rodeada de modo méas completo por paredes éseas que el resto de
la cavidad abdominal. Esta dividida por un anillo pélvico estrecho, que
corresponde a la entrada de la pelvis, en la pelvis mayor o falsa por arriba, y la
pelvis menor o verdadera, por abajo. La cavidad pélvica mayor, o falsa, es la
parte mas inferior de la cavidad peritoneal y contiene partes de los 6rganos
sefialados en la cavidad abdominal. La pelvis menor, o verdadera, contiene la
vejiga, el recto y algunos de los érganos de la reproduccién. La pelvis verdadera,
en general, esta por debajo del peritoneo.

La cavidad dorsal esta dentro de los limites de la pared del cuerpo dorsal.
Contiene el cerebro y la médula espinal. La cavidad dorsal es una cavidad ésea
continua formada por los huesos del craneo y las vértebras, esta tapizada por las
meninges del cerebro y de la médula espinal.

Las cavidades orbitarias contienen los 0jos, los nervios Opticos, los musculos de
los globos oculares y el aparato lagrimal.

Las fosas nasales estan llenas con las estructuras que forman la nariz.
La cavidad bucal contiene la lengua y los dientes.

TECNICAS ANATOMICAS.

Para llevar a cabo el estudio microscépico y macroscépico de las estructuras de
un organismo, se recurre a diferentes procesos conocidos como técnicas
anatomicas.

Entre las primeras técnicas que podemos mencionar esta la diseccién, la cual
requiere de la seleccion previa de organismos, prefiriendose ejemplares jovenes y
delgados.

Si se quiere conservar el cadaver se fijara inmediatamente después del sacrificio;
si no es factible, se conservara en refrigeracion a 4°C, maximo.

Las substancias mas recomendables como liquidos de embalsamiento tienen
como ingrediente formalina, fenol liquido, glicerina, alcohol metilico y agua. Cada
ingrediente tiene sus caracteristicas; asi la formalina es un fijador que a altas
concentraciones endurece los tejidos, el fenol los esteriliza, los ennegrece y a
altas concentraciones dafia a las personas que trabajan con él. La glicerina impide
la desecacion del cadaver. El alcohol metilico tiene gran poder de difusion.

Una forma de fijar tejidos es aplicando estos a través de las arterias femorales y
carotidas. Generalmente se introduce una cantidad de fijador igual a la cantidad de
sangre que el espécimen poseia en vida.

TECNICA DE INYECCION DE MATERIAL SOLIDIFICANTE.
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Es una técnica que se usa principalmente en la preparacion de material para
museos. Las substancias inyectables pueden ser parafina, resina, gelatina,
almidon. En el caso de la parafina inyectada es necesario calentar el cadaver,
sumergiéndolo en agua caliente. Normalmente ésta técnica se emplea para
estudiar vasos sanguineos o vasos linfaticos, sin embargo, estos se hace mas
aparentes por medio de latex. El cual les da mayor resistencia.

Los animales de laboratorio deben cuidarse detalladamente en todos sus
aspectos; es decir, deben procurar condiciones ambientales adecuadas al animal
de experimentacion, por lo tanto es importante usar cuartos con temperatura y
ventilacién apropiadas, jaulas, bebedores, comederos, camas, alimentos, etc.

Otro de los factores que determinan el buen éxito de un trabajo experimental son
la manipulacion y marcaje de estos animales; por lo tanto se hard una breve
resefia sobre estos puntos.

1.- Conejo.- Para sacar al conejo de la jaula hay que sostenerlo de las orejas con
una mano y con la otra mano tomarlo de las patas posteriores; para transportarlos,
hay que poner el dedo indice entre las orejas y con los otros dedos controlar la
cabeza; la otra mano que es la que lleva el peso, hay que colocarla por debajo de
la cabeza.

2.- Rata.- No se debe jalar nunca de la cola sino poner la palma de la mano sobre
el dorso del animal, con el dedo pulgar alrededor del cuello y por debajo de la
boca con firmeza y sin apretarlo.

3.- Raton.- Este puede ser levantado de la cola, toméandolo de la base de ésta, no
de la punta. Para inmovilizarlo tomarlo con los dedos pulgar e indice alrededor del
cuello, volver la mano y sostenerlo de la cola con el tercer o cuarto dedo.

4.- Cuyo.- Se maneja en forma parecida a las ratas.
5.- Hamster.- Se deben manejar entre las dos palmas de las manos sin apretarlos.

El marcaje de los animales puede ser muy variado; los marcadores deben ser
sencillos, permanentes, faciles de aplicar y facilmente descifrables e inofensivos
para el animal. Entre los mas empleados estan los colorantes, la perforacion de
las orejas, tatuajes, bandas para las ratas, clips para las alas y collares.

CONSERVACION DE EMBRIONES.

La criobiologia es la ciencia que trata el comportamiento de los seres vivos o de
sus constituyentes a muy bajas temperaturas. La preservacion del material
biolégico tiene por objeto mantenerlo en estado viable para que pueda ser
utilizado en trasplantes y pueda llevar a cabo su funcion fisiolégica después de la
misma.
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Las técnicas de crio conservacion son Utiles en numerosos campos cientificos, por
lo que uno de los avances importantes es la transferencia de embriones para la
conservacion temporal recobrados de donadores antes de ser transferidos o
congelados; lo cual se logra en un medio de Solucion Buffer Fosfato (PBS),
suplementado con 10% suero, una fuente de proteinas que reduce la tension
superficial favorece la sedimentacion, evita que los embriones se adhieran a algun
elemento utilizado para su manipulacion, incorpora sustancias promotoras del
crecimiento que favorecen su desarrollo, absorbe e inhibe metales pesados
toxicos que puedan estar presentes en el medio. La viabilidad embrionaria declina
después de 12 horas (Palmay Brem, 1993).

Los embriones pueden ser conservados, in vitro, para su posterior transferencia

mediante: Cultivo a temperatura ambiente, refrigeracion entre 0°C a + 4°C 6
congelacién a —=196°C.

Método desarrollado por Chupin (1986). Los embriones son deshidratados
parcialmente como ocurre en el método estandar, luego se les deshidrata
nuevamente colocandolos en una solucién mixta de glicerol y sucrosa. Esta
segunda deshidratacién deja a los embriones en condiciones de ser enfriados
rapidamente. Las pajuelas son colocadas en el cuello del termo de nitrégeno,
durante 5 minutos, posteriormente son sumergidas al nitrégeno liquido. Los
resultados obtenidos fueron dispares, segun el estadio de desarrollo del embrién
congelado. Martino y col. (1996) realizaron modificaciones, congelando ovocitos
en gradillas de microscopio electronico con 1 pl de etilenglicol (EG)
sumergiéndolas inmediatamente en nitrogeno liquido. Obteniendo tasas de
sobrevivencia semejantes a los de ovocitos expuestos al EG, pero sin
congelamiento.

Ahora se sabe que las nuevas técnicas de crioconservacion ofrecen nuevas
esperanzas a las parejas que tienen problemas de fertilidad. Estas novedades de
las técnicas de crio conservacion pueden utilizarse no solo en humanos, sino
también en la ganaderia. Su principal utilidad se halla en el mantenimiento de
bancos de tejidos ovaricos y poblaciones de ganado. Por lo que a los animales se
refiere, sirve de apoyo a los esfuerzos cientificos para proteger a especies en
peligro de extincion.
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Fig.2. Indica las cavidades y terminologia anatomica del ave.
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ANATOMIA INTERNA DE UN GATO

medula
encefalo pulmén  espinal estémago rinen  colon

intestino delgado
testiculo

vejiga

cavidad nasal
cavidad bucal
lengua

esofago

traquea

corazéon higado bazo

Anatomia interna del gato domestico

Fig.5. Anatomia de un gato.

Fig. 6. Esquematiza la anatomia interna de un anfibio.
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Fig. 7 Embrion humano, mostrando los planos de simetria.

METODOS DE ESTUDIO DE LOS TEJIDOS.

La observacion de un material biolégico, se puede hacer en su estado natural (in
vivo). Cuando se coloca en condiciones artificiales (in vitro), o bien, después de
su muerte (estudios postvitales o postmortem), La seleccion de las condiciones
de observacion dependera del tipo de estudio que se quiera efectuar y como es
natural, las técnicas o procedimientos, el material y el equipo a utilizar seran
diferentes en cada ocasion.

La observacién de células en cultivo 6 materiales extraidos de un organismo tales
como células sanguineas y espermatozoides, es posible hacer la observacion
directa usando los microscopios de contraste de fases y de interferencia, o bien,
tiflendo al material con colorantes poco toxicos. Como podemos suponer, este tipo
de observacion, esta condicionada por las caracteristicas propias del material y se
limita a ejemplos en los que por lo general el factor grosor es determinante.
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Cuando se trata de estudiar un material después de muerto; por lo general
porciones de érganos 0 tejidos, se recurren a procedimientos mas elaborados y lo
primero que se debe hacer, es detener los procesos que conducen a su
descomposicién. Esta operacién la conocemos como fijacion.

Después de fijado el material se le puede someter a diversos procedimientos al
final de los cuales, podremos realizar el estudio microscopico general (técnicas
topograficas), de ciertas particularidades estructurales (Técnicas especiales);
buscar datos acerca de sus componentes quimicos (Técnicas citoquimicas 0
histoquimicas) ¢ efectuar su estudio ultraestructural (Técnicas de microscopia
electronica o de barrido).

Todas estas manipulaciones, son variaciones de tres pasos fundamentales: la
fijacion del material, la obtencion de fragmentos 6 cortes lo suficientemente
delgados como para poderlos observar al microscopio y su coloracion.

1.- OBTENCION DE LA PIEZA.

Esta debe hacerse lo méas rapido posible, después de la muerte del animal,
procurando que el fragmento del 6rgano que se ha tomado no sea mayor de un
centimetro por lado.

2.- FIJACION.

Para toda preparacién histoldgica la buena conservacion de dicho material va a
ser de suma importancia. Entendemos por fijacion la accion de “fijar” a los
componentes tisulares 6 celulares en un momento determinado, deteniendo sus
funciones autoliticas y precipitando proteinas, estabilizando una buena fijacion,
para lograr esto, debemos cubrir los siguientes y principales requisitos.

a. Prevenir los cambios post-mortem, tales como la autolisis y la putrefaccion.

b. Preservar las estructuras de la manera mas cercana a como estas se
conservaban en vida.

c. Endurecer el material lo suficiente como para resistir las manipulaciones
subsecuentes.

d. Aumentar la afinidad por los colorantes que se emplearan para visualizar los
diferentes componentes tisulares 6 celulares.

La fijacion la podemos lograr con métodos fisicos como el frio, calor o usando
substancias llamadas fijadores. De estas Ultimas las méas usadas son el
formaldehido en solucion acuosa al 10 %, el alcohol, el acido aceético, el bicloruro
de mercurio, el acido 6smico. Por lo general estas substancias se utilizan como
mezclas fijadoras y no de manera aislada.

CUALIDADES DE LOS FIJADORES:

La primera cualidad de un buen fijador es la capacidad de penetracion en los
tejidos, de tal manera que el liquido pueda fijar tanto las capas superficiales como
las zonas profundas.
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El fijador debe producir una coagulacion total de las proteinas, pero no es
necesario que ésta sea instantanea. La rapidez de accion de un fijador debe ser
con el objeto de matar lo mas rapidamente posible a las células, la coagulacion
total, por el contrario, debe producirse secundariamente, a modo de no producir
contracciones en los tejidos.

La acidez de un fijador es una cualidad importante, ya que el poder de coagulacion
0 precipitacion de la mayoria de los fijadores so6lo se lleva a cabo en medio acido o
neutro; un medio alcalino paraliza esta accion inmediatamente.

Finalmente, anotemos que un buen fijador no debe alterar los tejidos, ni dejarlos
guebradizos o fragiles, debe dejarlos aptos para ser teflidos selectivamente.

CARACTERISTICAS DE LOS FIJADORES:

El fijador da la dureza suficiente para permitir una resistencia a todas las
manipulaciones siguientes de los tejidos sin deformarse. El endurecimiento es una
operacion distinta a la fijacion; la mayor parte de los fijadores actuales endurecen
suficientemente a los tejidos, pero lo opuesto no es verdad; no todos los liquidos
endurecedores son buenos fijadores.

La fijaciébn debe producir, al mismo tiempo, la insolubilidad de los elementos
constitutivos de células y tejidos. Es necesario evitar que las estructuras
conservadas por el fijador sean destruidas posteriormente por la acciéon de los
liguidos de lavado o las soluciones colorantes; esta estabilidad varia segun los
fijadores.

De las diversas reacciones entre el fijador y el tejido, resultan también verdaderas
diferencias épticas con modificaciones mas o menos grandes en la refringencia de
los distintos componentes celulares, resaltando detalles invisibles en el estado
vivo, determinando segun el reactivo, el mayor o menor éxito en la interpretacion.

ACCION DEL FIJADOR SOBRE LOS TEJIDOS:

La manera de actuar de los fijadores, sobre los componentes tisulares, es muy
variable y depende de cada fijador en particular; algunos de ellos tienen acciones
similares.

El efecto que los fijadores tienen sobre los tejidos vamos a analizarlos basandonos
en el formol al 10%, pues es el fijador mas ampliamente usado.

Las reacciones del fijador con las proteinas tisulares son numerosas y complejas,
ya que puede combinarse con una variedad de grupos diferentes, formando en
muchos casos puentes de union entre ellos. A esta acciéon, de formar enlaces
entre cadenas proteinicas adyacentes, debe el formol su éxito como fijador.
Muchas de estas reacciones son reversibles, algunas sumamente labiles, y un
cierto numero de reacciones irreversibles.

Lo importante de estas observaciones para la Histologia, es que después del
tratamiento con formol, seguido del lavado, la mayoria de los grupos activos
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guedan en condiciones para reaccionar con los reactivos empleados
posteriormente.

DESVENTAJAS DE LOS METODOS DE FIJACION:
Los métodos de fijacion, desde el punto de vista histoquimico, tienen numerosas
objeciones, siendo las principales:

a. Pérdida de substancias solubles, por ejemplo, lipidos en fijadores
disolventes de grasas y proteinas, polisacaridos y materiales inorganicos
en fijadores acuosos.

b. Desplazamiento de algunos constituyentes celulares por difusion, dando
artefactos de arrastre, por ejemplo agregacion de pequefias particulas y
artefactos de fijacion, por ejemplo formacion de conglomerados de acidos
nucleicos en el nacleo.

c. Desnaturalizacion de proteinas con alteracion de sus propiedades fisicas.

d. Alteracion quimica de los grupos reactivo de las proteinas.

e. Destruccion de enzimas.

En la mayoria de los casos es el formol el fijador al que menos objeciones pueden
oponérsele. Desde el punto de vista histolégico, la Gnica objecién importante es
gue da una deficiente imagen nuclear, especialmente en tejidos que tienen una
cantidad grande de células.

FIJADORES MAS UTILIZADOS:

SOLUCION SALINA FORMOLADA AL 10%
Agua destilada 900 ml

Cloruro de sodio 85¢
Formaldehido comercial 100 ml

FORMOL NEUTRO AMORTIGUADO O FORMALINA BUFFER
Fosfato de s6dio monobasico 72 ¢

Fosfato de sodio dibasico 117 g
Formol 1800 |
Agua destilada 181

INCONVENIENTES DEL FORMOL.

Su manejo puede provocar dermatitis y molestias en las manos, y sus vapores son
irritantes para las fosas nasales. La fijacién en formol, si se emplean soluciones
no amortiguadas, tiende a reducir la tincion basofila y por lo tanto, no proporciona
una definicidbn nuclear Optima, especialmente en tejidos guardados en formol. En
tejidos que contienen mucha sangre como el bazo, produce la formacion de
abundantes granulos de un pigmento pardo obscuro, que consisten en hematina
acida con formaldehido y que es birrefringente.

LIQUIDO DE BOUIN.
Solucién acuosa saturada de acido picrico al 10% 75 ml.
Formol concentrado 25 ml
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Acido acético glacial 5 ml.

VENTAJAS DEL LiQUIDO DE BOUIN.

Es uno de los mejores fijadores para el estudio del glucégeno, penetra
rapidamente a los tejidos y produce poca contraccion, es un buen fijador, salvo
para el rifién. Este fijador es muy adecuado para los colorantes de anilina de
Masson, Mallory y Heidenhain, segun el tamafio de la muestra la fijacion requiere
de 1 a 12 horas.

INCONVENIENTES DEL LiQUIDO DE BOUIN.

Produce lisis de los globulos rojos, disminuye la cantidad de hierro férrico
demostrable. Los tejidos no deben permanecer en este liquido por mas de 12 o 24
horas (segun su tamafio) porque vuelve duros y quebradizos a los tejidos y se
tiene dificultad para realizar los cortes. Las piezas fijadas en Bouin no deben
ponerse en agua. Después de la fijacidn, las piezas patrén se deben conservar en
alcohol etilico al 70%.

FIJADOR DE ZENKER.

Cloruro mercurico (HgClI2) 50¢g
Bicromato de potasio 25¢
Sulfato de Sodio 10g
(Puede suprimirse)

Agua destilada 11

Se afiaden cinco ml de &cido acético glacial por 100 ml de fijador antes de usarlo.

VENTAJAS DEL FIJADOR DE ZENKER.

Tiende a mejorar la tincion de los nucleos y el tejido; la tincidn tricromica resulta
especialmente favorecida. La tincion del citoplasma con colorantes &cidos se
acentua, y se puede percibir detalles de la cromatina del nucleo.

INCONVENIENTES DEL FIJADOR DE ZENKER.

A veces produce ciertas molestias. La solucién del cloruro mercurico corroe todos
los metales, salvo la aleacion del niquel conocido como Monel. La solucién de
Zenker destruye muchos globulos rojos, el cloruro mercarico produce un
encogimiento pronunciado y disminuye la cantidad de glucogeno demostrable.

FIJADOR DE CARNOY.

Alcohol etilico absoluto 60 ml
Cloroformo 30 ml
Acido acético glacial 10 ml

VENTAJAS DEL FIJADOR DE CARNOY.

Es adecuado para pequefios fragmentos tisulares, por ejemplo obtenidos por
raspado, que se fijan bien en 30 minutos a dos horas. También inicia la
deshidratacion y es un buen fijador para el glucégeno; los nucleos se tifien bien y
la diferenciacion es buena.
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INCONVENIENTES DEL FIJADOR DE CARNOY.

Produce lisis y lacado de glébulos rojos, encogimiento importante, y solo conviene
para fragmentos tisulares pequefios. Disuelve los lipidos (incluyendo la grasa
neutra) y la mielina.

TECNICA DE DESHIDRATACION BENCENO

Reactivo Tiempo ( horas)
Jarra 1 R-OH 70% 1
Jarra 2 R-OH 96% 1
Jarra 3 R-OH 96 % 1
Jarra 4 R-OH 96 % 2
Jarra 5 R-OH 100 % 1
Jarra 6 R-OH 100 % 1
Jarra 7 R-OH 100 % 2
Jarra 8 R-OH / Benceno 3
Jarra 9 Benceno 2
Jarra 10 Benceno 2
Jarra 11 Parafina / Benceno 3
Jarra 12 Parafina 4

NOTA: Los tiempos varian, tomando en cuenta el tipo de organismo y 6rgano, el
tamano de la pieza, tipo de fijador utilizado, duracion en el fijador.

TECNICA DE THEILACKER (1985)
Deshidratacién e infiltracion en Ameraffin, (Anfibios y Peces).

CALCULO PARA 95 O 100 ml DE SOLUCION

HORAS ' 95% ETANOL [1-BUTANOL | AGUA DESTILADA
SOLUCION (ETOH) (NBA)

1 70% DE ETOH 70 25

1 70% DE ETOH 70 25

3 70% DE ETOH+NBA 50 20 30

3 83% DE ETOH+NBA 50 33 17

15 95% DE ETOH+NBA 45 55

15 95% DE ETOH+NBA 45 55

1 100% DE ETOH+NBA 25 75

1 100% DE ETOH+NBA 25 75

1 100% DE NBA 100

1 100% DE NBA 100

2.5-8 AMERAFFIN DE 55-57°C
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Fig. 8. Escribe el nombre de los aparatos, e indica para que se utiliza cada uno de ellos,
explicando en forma breve los cuidados que se le deben de tener.
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C. TECNICA PARA OBTENCION DE EMBRION DE AVE:
Material

Huevos de ave (fecundados)
Caja de finguer Bowl.
Estuche de diseccion.
Cuchara sopera.

Caja de petri.

Papel filtro.

Termoplato.

Termometro.

Reactivos.

500 ml de solucioén salina al 09 %

¢ fijador de Bouin
e Fijador de Davison
e Fijador formalina buffer

METODO:

1. Obtencion de huevos de ave.

2. Prepare la incubadora y establezca una temperatura de 37°C, y 65% de
humedad. Esto puede lograrse introduciendo a la incubadora una caja de petri
con agua.

3. Incubar durante 24 horas o mas, dependiendo de la fase de desarrollo que se
guiera obtener.

4. Mantener una circulacion de aire constante dentro de la incubadora; para
permitir el intercambio gaseoso del embrion.

5. Voltear con sumo cuidado los huevos de dos a cuatro veces al dia, para
mantener un buen desarrollo del mismo; ademas de no permitir se adhieran las
membranas del embrion, al cascaroén.

6. Colocar una solucién de cloruro de sodio (NaCl) al 9% a una temperatura de
25°C, en una caja de Finger Bowl.

7. Partir el huevo en dos y colocarlo con mucho cuidado en la caja de Finger Bowl
(Fig.9).

8. Se localiza el disco germinal y con unas tijeras se recorta al embrion. El disco
germinal debe estar siempre en la parte superior y central del huevo. Al
blastodermo se le queda anexo una fina pelicula, que es la membrana vitelina
(Fig.10).

9. Se toma el disco germinal con una cuchara (espumadera) y se coloca en una

caja de petri que debera tener solucién salina y un papel filtro recortado al
tamafio del embridn, donde quedara centrado (Fig. 11y 12).

10.Se hacen dos lavados sucesivos con solucién salina, teniendo cuidado de no

tocar el embrién.

11. Se fija en Bouin o reactivo de Davison, por un periodo de 24 horas.
12.Pasadas las 24 horas se tira el fijador y se procede a realizar la técnica

adecuada, segun el tamafio del embrién obtenido.
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Fig. 9 Manera en que deber& obtener los embriones de pollo, una vez colocado el cloruro
de sodio a una temperatura de 25°C.

Fig. 10 Embrion de pollo en caja de Finger Bowl, con solucion de cloruro de sodio al 9%.
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Fig. 11. Embrién de pollo colocado en una caja de petri, y la preparacion del papel filtro,
que debera ser cortado a la medida del embrion, para su fijacion y siguiente
procesamiento.

Fig. 12. Forma en que debe colocarse el papel filtro, una vez cortado en la caja de petri.
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METODO DE MONTAJE PARA EMBRIONES DE POLLO (Fig. 13y 14).
Tincion con Hematoxilina de Herlich:

Fijacion con Bouin de 12 a 24 horas.
Alcohol al 70% durante 30 minutos.

Alcohol al 50% durante 30 minutos.

Alcohol al 35% durante 30 minutos.

Agua destilada 30 minutos.

Hematoxilina de Herlich por 7 minutos.

Si es mas grande, tefiir durante 10 minutos.
Lavado rapido en agua destilada.

Decolorar en acido clorhidrico (rapido).

10 Lavar con agua de la llave, 20 minutos.
11.Lavar con agua destilada, 10 minutos.

12. Alcohol al 35%, durante 30 minutos.

13. Alcohol al 50%, durante 30 minutos.

14. Alcohol al 70%, durante 30 minutos. Fig.13 Embrion de pollo.
15. Alcohol al 85%, durante 30 minutos.

16. Alcohol al 96%, durante 30 minutos.

17. Alcohol absoluto por 60 minutos.

18. Salicilato de metilo + alcohol 96%, durante 20 minutos.

19. Salicilato de metilo (hasta transparentar) durante dos dias.

20. Salicilato de metilo + xileno (gota a gota) durante 10 minutos.

21.Xileno I, 15 minutos.

22.Xileno 1, 15 minutos.

23.Montar en resina sintética.

CoNoOOA~WDNE

repliegue celdlics
prakangasiie I

16 horas 18 horas

24-25 horas

pe Emnidlics
Hea Emas fe [35 alas.

arlerlas
e amsidlics

yemas da bz pakas

33 horas

Fig. 14 Principales estadios de desarrollo del huevo de ave.
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METODO DE COLORACION EN BLOCK (Fig 15).

Deshidratacion de embriones segun Carmegio:

La fijacion de las piezas embriologicas siempre se hace en Bouin y por un lapso
de 12 a 24 horas, después del cual se procede al lavado en alcoholes, segun la
técnica a seguir.

Alcohol 30%

por la mafana

Alcohol 32% por la tarde

Alcohol 34% por la mafana

Alcohol 36% por la tarde

Alcohol 38% por la mafana

Alcohol 40% por la tarde

Alcohol 42% por la mafana

Alcohol 44% por la tarde

Alcohol 46% por la mafana

Alcohol 48% por la tarde Fig. 15 Corte de embrién de pollo.

Alcohol 50% por la mafana

Por dos semanas mas, se sigue el mismo procedimiento hasta llegar al alcohol
absoluto.

Alcohol absoluto - xileno un cambio de 1 a 3 minutos.*
Xileno un cambio de 3 minutos. *

*Deben ser observados los embriones en forma constante, hasta que queden
trasparentes; ya que si no se hace asi, se tiene el riesgo de quemarse el embrion.

Xileno parafina de 10 a 15 min.
Parafina | (52-54°C)30 min.

Parafina Il (52-54°C) 30 min.
Parafina Ameraffin 1 hora

Después de éstos pasos se procede a la inclusion y a la obtencién de cortes del
orden de 5 a 8 micras, por medio del microtomo. Los portaobjetos y los
cubreobjetos deben lavarse con alcohol del 96% aunque sean nuevos y secarse
perfectamente, ya lavados los portaobjetos se les unta albumina de Mayer o bien
gelatina previamente diluida y preparada.

Cuando se trata de gelatina, es muy importante tener en cuenta para el montaje
de los cortes, tener listo el bafio de flotacion con la gelatina; debiendo realizar lo
siguiente:

En un matraz o vaso de precipitado se agregan 500 ml de agua destilada y se
cubre la superficie con un poco de gelatina; mientras se hincha la gelatina, se
pone a calentar agua destilada en un matraz y una vez caliente se agrega al vaso
que contiene a la gelatina, hasta disolverla totalmente. Ya disuelta se agrega al
bafo de flotacion, manteniendo una temperatura entre los 40°C.
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Se introduce el portaobjeto inclinado dentro del bafio de flotacién y se montan los
cortes. Los cortes se colocan en el portaobjeto en forma seriada y en el mismo
sentido, en el centro del porta; cuidando que la superficie brillante quede sobre la
superficie del (portaobjetos). Después de colocar los cortes sobre los portaobjetos,
debe secarse el exceso de agua con un trapo limpio y después debe dejarse la
preparacion 10 minutos al aire antes de que se pongan en la plancha secadora,
para que se evapore el agua que permanece bajo los cortes y estos quedan mas
firmemente pegados; dejando posteriormente en la incubadora a una temperatura
de 37°C por lo menos 24 hrs. posteriormente se procede a la aplicacion de la
técnica de desparafinacion.

TECNICA DE DESPARAFINACION:

1. Xileno, tres cambios de cinco minutos, cada vez. Hasta eliminar totalmente la
parafina.

Alcohol absoluto xileno, tres cambios de cinco minutos, cada vez.

Alcohol absoluto 6 96%, tres cambios de cinco minutos cada vez

Alcohol del 70% tres cambios de cinco minutos cada vez.

Lavar en agua formolada (para una mejor coloracion).

arwd

TECNICA DE COLORACION HEMATOXILINA-EOSINA.
Hematoxilina 1 minuto.

Lave en agua de la llave, hasta eliminar el exceso de colorante.
Alcohol &cido, rapido. (hasta obtener un color rosa o rojo).
Agua de la llave, hasta eliminar exceso de alcohol &cido.

Agua amoniacal, aproximadamente cinco minutos (vira a color azul).
Agua de la llave, hasta eliminar el exceso de agua amoniacal.
Agua destilada, dos cambios.

Eosina un minuto.

. Alcohol del 96%, un cambio de dos minutos.

10. Alcohol absoluto xileno, un cambio de dos minutos.

11. Xileno tres cambios de cinco minutos cada vez.

12.Montar en resina sintética.

CoNOR~WDNE

NOTA: Es importante hacer la prueba de tiempos, primero con una laminilla
y observar, que no contengan nada de agua.

TECNICA DE DAWSON

La técnica de Dawson es excelente para la demostracion de la formacion del tejido
0seo en los embriones o0 en los animales pequefios y depende de la aclaraciéon de
los tejidos blandos con KOH; basada en la tincién del hueso con alizarina y el
emplazamiento de los tejidos corporales por glicerina. (Fig. 16)

METODO:

1.- Se fijan los embriones o los animales pequefios en alcohol del 96%, durante 48
a 72 horas, la fijacion prolongada en alcohol hace a los tejidos menos vulnerables
a la maceracion por las soluciones causticas de potasas.

2.- En los especimenes preparados por este método, cualquier grasa se saponifica
en el material aclarado como masas blancas y opacas. Por lo tanto hay que
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extraer las grasas inmediatamente después de la fijacibn por medio de un
tratamiento con acetona durante 2 a 4 dias, dependiendo del tamafio del
espécimen. Regrese el espécimen al alcohol del 96° por 12 a 24 horas.

3.- Coloque el espécimen en hidroxido de potasio al 1% hasta que los huesos
sean claros a través del muasculo.

4.- Transferir los especimenes al rojo de alizarina al 0.1% en una solucion de KOH
al 1%, el espécimen se deja en la mezcla hasta que los huesos se tifian del color
adecuado, (cubrir el frasco con papel aluminio) para esto hay que observar al
embrién por transluminacion. Si el colorante es absorbido por la solucion antes de
gue se haya obtenido la maxima intensidad, el espécimen puede ser transferido a
una nueva solucién. Si el aclaramiento en potasa caustica ha evolucionado hasta
mejor grado, solo el hueso tomaré la tincion.

5.- Coloque luego el espécimen en la siguiente solucion, por tres dias.

Hidréxido de potasio 1lg
Agua destilada 79 mi
Glicerina 20 ml

6.- Cuando los tejidos estén bien claros y los huesos sean visibles a través de los
musculos, los especimenes se pasan a concentraciones de glicerina de 20%,
40%, 80% y se dejan una semana en cada una.

Finalmente cuando los huesos quedan tefiidos y no hay restos de colorante en los
tejidos se pasa a glicerina pura y se colocan unos granitos de timol como
conservador.

Fig. 16. Técnica de Dawson, embrién de cerdo.
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ACTIVIDADES:

1. Indica en los esquemas lo que se te pide.

2. Describe la localizacién anatémica del aparato seleccionado.

3. Integra a los esquemas, la anatomia de un reptil e indica las diferencias entre
las cavidades de los diferentes organismos estudiados.

4. Inclusion en parafina (érganos procesados)

5. Obtencion y aplicacion de las técnicas para embriones de aves.

6. Anexar el diagnostico de las caracteristicas morfocrométicas, para peces.
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SESION TEORICO PRACTICA No. 2

GAMETOGENESIS Y FECUNDACION
(Dos sesiones)

INTRODUCCION.

La gametogénesis es el proceso de formacion de gametos en las godnadas
(ovarios y testiculos), por medio de la meiosis a partir de células germinales.
Mediante este proceso, el nimero de cromosomas que existe en las células
sexuales se reduce de diploide a haploide, es decir, a la mitad del niumero de
cromosomas que contiene una célula normal de la especie de que se trate. En el
caso de los humanos, si el proceso tiene como fin producir espermatozoides, se le
denomina espermatogenesis y se realiza en las gbnadas masculinas o testiculos.
Si el resultado son évulos, se denomina ovogénesis y se realiza en las gonadas
femeninas u ovarios.

CELULAS GERMINALES:

La mayor parte de los organismos pluricelulares presentan dos tipos de células:
Las células somaticas que representan a la parte del organismo que no hereda las
caracteristicas a las nuevas generaciones y las células germinales que
representan caracteristicas genéticas y fenotipicas que las hace diferentes del
resto de las células.

Las células germinales o gametos de los distintos animales, difieren en forma y
tamafio. En ambos sexos existen diferencias muy marcadas en lo que se refiere a
dimensiones, longevidad, nutrientes, etc.

OVULO:

La célula sexual femenina es el 6vulo, originada en el ovario, generalmente es de
forma esférica aunque los hay de forma ovoide en aves, alargados en lampreas y
peces gonoideos. Su tamafio es también muy variable los hay desde 70 um hasta
los grandes huevos de reptiles y aves.

Los oOvulos presentan muchas caracteristicas que los diferencian de las células
somaéticas, todos los Ovulos son mas grandes que el resto de las células, la
disposicion de los organelos es diferente asi como su cantidad, presenta una
disposicion polar bien definida debido a la posicion del nacleo y del vitelo.

Todos los ovulos, con pocas excepciones, presentan membrana vitelina, algunas
veces con elementos accesorios, presentes de acuerdo a las necesidades
ambientales en los que se desarrollan. En los peces mas primitivos, como
amphioxus, los 6évulos tienen un diametro de 0.1 mm con un ndcleo desplazado
hacia el polo animal y con muy poco vitelo en el citoplasma.

ESPERMATOZOIDES:

Los espermatozoides de los diferentes grupos animales, presentan una gran
variedad de formas. Sin embargo, los espermatozoides de los vertebrados
presentan una estructura comun, la cual se compone de dos partes: la cabezay la
cola. La cola a su vez se divide en cuatro regiones: el cuello, parte media, parte
principal y la parte final. En la cabeza se encuentra el acrosoma y el nacleo muy
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condensado donde residen las caracteristicas genéticas. Al acrosoma también se
le da el nombre de casquete anterior.

En los tubos seminiferos los espermatozoides no tienen movilidad hasta que son
transportados al epididimo, donde adquieren su madurez fisiologica. En los
vertebrados inferiores, los espermatozoides son mezclados con substancias
mucoides secretadas en los conductos genitales de los machos. En los mamiferos
existen glandulas que colaboran en la formacion del semen y corresponden a la
prostata y la vesicula seminal. Estas substancias son ricas en fructuosa que
probablemente sirve como nutriente a los espermatozoides.

FECUNDACION EN ORGANISMOS ACUATICOS (ERIZO DE MAR).

La observacion del desarrollo embrionario en los organismos acuaticos es de
suma importancia para los Investigadores, técnicos que se dedican a la acuicultura
y los dedicados a la pesca en general, porque comprende varios aspectos del
origen de los organismos, asi como la necesidad de estudiar la biologia del
desarrollo, tipo de reproduccion y ciclos reproductivos de los recursos pesqueros.

Ademas, un aspecto por demas importante, es que los ovocitos de erizo tienen
grandes ventajas en didactica porque son de buen tamafio, transllcidos y faciles
de observar, sobre todo para el proceso de fecundacion, poliespermia; asi como
las primeras fases de desarrollo.

FECUNDACION:

La fecundacion es la fusion de los gametos (6vulos y espermatozoide), seguida
de la unién de los dos nucleos de los gametos; esta accion inicia el proceso de
desarrollo embrionario.

La accién del espermatozoide sobre el Ovulo, estimula a este Ultimo para
desarrollar la serie de fenédmenos que llevan a la organizacion del nuevo embrion.
Por lo tanto, la fecundacion ejerce funciones de activador sobre el évulo. La
adicion de cromosomas es otro aspecto totalmente diferente.

Debe sefalarse que el papel que tiene la fecundacion en el ciclo biolégico de
varios organismos no siempre es el mismo. Aungue en los metazoos y metafitos la
fecundacion origina el desarrollo del huevo que conducira al embrion.

Uno es la activacion del huevo y el otro es la mezcla de los caracteres hereditarios
en la descendencia. El ultimo aspecto de la fecundacion se llama anfimixia y de
hecho cae dentro de las ciencias genéticas.

OBJETIVO GENERAL:
El alumno comprendera, el proceso de meiosis (ovogénesis y espermatogenesis)
en diferentes organismos, asi como el de fecundacion en erizo de mar.
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OBJETIVO PARTICULARES:

e Identificara al epitelio germinativo en los ovarios y testiculos que se
proporcionen.

e Identificara a los diferentes tipos celulares, durante el proceso de ovogénesis
y espermatogesis en el epitelio germinativo.

e Explicard la importancia de la relacion morfofisiologica de los diferentes tipos
de ovocitos y espermatozoides en los diferentes organismos estudiados.

METODO:
A. Andlisis microscopico de ovarios, testiculos y espermatozéides de:

Ovario Testiculo

Espermatozoides
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Fig. 17 A Indica los nombres correspondientes de las estructuras de cada ovdcito. Tincion
H-E, objetivo 40 X (fuente www.uam.es).

1

Fig. 17 B Indica los nombres correspondientes a las estructuras sefialadas del ovdcito
maduro. Tincion H-E, objetivo 40 X (fuente www.uam.es).
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Fig.18 Testiculo con presencia de:
1. tubos seminiferos.

2. Tejido conjuntivo intersticial.
Téc. H-E

Fig.19 Testiculo con presencia de:
1. tubo seminifero.

2. Tejido conjuntivo intersticial. 3.
Células de Leydig.

4. Tanica albuginea.

Téc. H-E

Fuente: ESPEJOS: Www.histol.chuvshia.com
histol.narod.ru histol.boom.ru

Fig. 20. Células de Leydig (puntas de
flecha), secretoras de testosterona,
asociadas a un capilar sanguineo, en
el que se resalta el nucleo de la
célula endotelial (flecha).
Obsérvense los eritrocitos de color
rojo intenso. Tincién con tricromico
de Masson.(Universidad Autonoma
de Madrid)
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% % " A

Fig. 21. Nucleos de espermatidas en secciones de testiculo tefiidas con tricrémico de
Masson. Se observan claras diferencias entre las distintas especies. A.- Ratén. B.- Rata.
C.- Hamster. D.- Humano. E.- Jerbo.
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Fig. 22. Corte transversal de ovario de anchoveta (Engraulis mordax), técnica Tricromica
de Gallego. Objetivo 10X.

Fig 23. Corte transversal de testiculo de rata. Tinciébn H-E Obijetivo 10X.
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1 2
Fig. 24. Esperma de: . Que sefiala la flecha 1?

Que sefnala la flecha 2? . Objetivo:
Fig. 25 Esperma de: , Objetivo:
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B. Desarrollo embrionario de organismos acuaticos. Erizo de mar
(Strongylocentrotus franciscanus y S. Purpuratus).

Material y equipo:
e 6 erizos( es necesario conocer previamente la epoca de desove de las
diferentes especies )
6 vasos precipitados de 300 ml.
6 matraces de 300 ml.
3 pipetas de 5 ml. y 3 pipetas de 1 ml.
3 vidrios de reloj.
3 jeringas de 5 ml.
3 pipetas Pasteur.
Microscopio

Reactivos:
e Agua de mar, decantada o filtrada.
e Sol. KCl al 0.5 mol.
e Gasa.

METODO:

1. Induccidn al desove. (Utilizando solucion de KCI de 0.5 Mol).

Para saber si las gonadas estan desarrolladas, se prepara una solucién de KCl de

0.5 Mol y se efectia un muestreo que consiste en inyectar 1ml. de la solucion a

cada erizo en la parte bucal, y si la gonada est4 desarrollada, en un minuto

expulsara los évulos o espermatozoides; si el material colectado va a ser utilizado
después de 1 o 2 dias, es recomendable envolverlos en gasa y guardarlos en

refrigeracion a 10°C (Fig. 26).

2. Llena 5 matraces con agua de mar hasta el tope.

3. Inyecta 1 ml de solucion de KCI de 0.5 Mol en el labio bucal del erizo.

4. Lava al erizo inyectado, con agua de mar para limpiarle el liquido somatico y el
excremento, y coloca a cada erizo sobre un matraz con el ano hacia abajo;
espera unos minutos.

5. La hembra empieza a expulsar los 6vulos, de color amarillo blanquecino que
caen en el matraz (Fig. 27).

6. EI macho expulsa el esperma que cae en el matraz como una nube de color
lechoso y enturbia el agua (Fig. 27).
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Fig. 27 Hembra y macho en desove.

Precauciones que se deben tomar en cuenta para el método de inseminacion
artificial y el método de lavado.

1) Examina los ovocitos y utiliza aquellos que estén maduros y de forma
esférica. (No deben emplearse ovocitos obtenidos de hembras inmaduras,
ya que éstos son de forma irregular y de distintos tamafios).

2) Como una hembra desova de 3 a 5 millones de ovocitos, los que se
suspendan en la superficie del liquido es mejor eliminarlos a la hora del
lavado.
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Distribuye los ovocitos obtenidos en 6 vasos de precipitado de 300 ml y mide
la temperatura.

Mezcla en un vaso de precipitado el esperma obtenido de 2 o 3 organismos.
Agrega 5 ml de esperma a cada uno de los vasos de precipitado que
contienen los évulos; (a este proceso se le denomina inseminacion, y anota
en el vaso la hora exacta de la inseminacion. (Fig. 28)

Una vez realizada la fecundacion, elimina el excedente de esperma
mediante 6 lavados continuos, a intervalos de 10 minutos cada uno, para
evitar que el agua se ensucie y perjudique el desarrollo embrionario.

Durante el lavado elimina los huevecillos que no se sumerjan en el lapso de
reposo de 10 minutos.

Presta atencion a la fluctuacion de temperatura durante el desarrollo
embrionario y evita que ésta se eleve a mas de 30 °C.
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Fig. 28. Obtencion de gametos, fecundacion de galleta de mar

OBSERVACIONES.AL MICROSCOPIO

1. Ovulo no fecundado y espermatozoide.
Coloca primero en un vidrio de reloj évulos no fecundados y obsérvalos bajo el
microscopio (15 x10) y posteriormente agrega una gota de esperma con una
pipeta. Observaras que alrededor del évulo se juntan infinidad de
espermatozoides. (Dibuja un esquema de lo observado) (Fig.29).

Fig. 29 Infinidad de espermatozoides alrededor del ovulo.

2. Ovulo fecundado.
Mientras haces el esquema de la Fig. 29 en el transcurso de 10 a 20 minutos se
forma la membrana de fecundacion. Esta empieza a formarse inmediatamente
después que penetra un espermatozoide para evitar la penetracion de otro. (Fig.
30).
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Fig. 30 Formacion de la membrana de fecundacion.

2. Etapade 2y de 4 células.
Mientras terminas de dibujar el esquema 2, el huevecillo se divide en dos
células. La division se termina en aproximadamente 5 minutos. Observa
cuidadosamente ese proceso. Para pasar de la etapa de dos células a cuatro
transcurren 30 minutos. Dibuja esos dos esquemas (Fig. 31).

Fig. 31 Formacion de 2 y 4 células.

3. Para que te expliques como ocurre la segmentacion del huevecillo, imaginatelo
como el globo terrestre. Las etapas de 2 y 4 células serian como si se partiera
al globo con un cuchillo del polo norte hacia el polo sur, quedando dividido en 4
partes. La etapa de 8 células seria un corte transversal por el ecuador,
quedando 4 células en el hemisferio norte y 4 en el hemisferio sur, sumando un
total de 8 células del mismo tamafio (Fig. 32).
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Fig. 32 Formacion de 8 células.

4. Etapade 16 células.
Para pasar de la etapa de 8 células a 16 células, las 4 células del hemisferio
norte se segmentan longitudinalmente y las 4 del hemisferio sur
transversalmente, sumando un total de 16 células de 3 distintos tamafos:
grandes, medianas y chicas. Dibuja el esquema teniendo en mente lo
anterior (Fig. 33)

Fig. 33. Formacion de 16 células.

6.- Etapa de moérula.

Como la célula inicial se va segmentando a intervalos de 30 minutos, el
tamafo de las células se va haciendo mas pequefo cada vez, y el nimero de
éstas es casi incontable. Esta etapa recibe el nombre de mérula por el parecido
gue tiene al fruto de la mora (Fig. 34).
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Fig. 34. Etapa morula.

7.- Etapa de blastulay gastrula.

El embrién da vueltas con la ayuda de los cilios hasta romper la membrana y
eclosionar. Se le denomina blastula, y tiene forma de pelota de baseball.
Posteriormente, empieza la invaginacion, que ocurre como si empujaran el
embrion con un palo por el polo sur. Alli se va formando el origen del intestino.
El orificio que se forma es el blastoporo que posteriormente viene a ser el ano.
La boca se forma cuando la parte A llega a tocar la B (Fig.35)

Fig. 35. Etapa de gastrula.

8. Larva prismatica.

Como la forma que presenta la larva es triangular se le denomina prismética o
piramidal. Debido a que estas larvas se mueven muy activamente dentro del
acuario, al observarlas al microscopio es conveniente colocarlas en un vidrio de
reloj. Los puntos A y B anteriores han llegado a unirse y se abre el orificio de la
boca (Fig. 36)
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Fig. 36 Larva prismética.

9. Larvas pluteus.

Al igual que en el caso anterior estas larvas son muy activas. Observa primero
este movimiento con bajo aumento de 5 x 10 y observa en la larva su formacion
esquelética y pigmentacion (Fig. 37).

Fig. 37. Larva pluteus.

ACTIVIDADES:

Localizara al epitelio germinativo.
Identificara los diferentes tipos celulares.

Elaborara esquemas de los diferentes tipos celulares, indicar las estructuras Fig.
17A.

Establecerd las diferencias morfoldgicas entre los diferentes tipos de células
germinales.
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e Establecera las diferencias entre los tipos de ovocitos maduros de las especies
observadas en el laboratorio.

e Establecera las diferencias entre los tipos de espermatozoides de las espeies
observadas en el laboratorio.

e Establezca el porque de esas diferencias.

e Obtener lo gametos masculinos y femeninos de erizo de mar y realizar la
fecundacion in vitro.

e Observar la membrana de fecundacion y los consecuentes estadios de
desarrollo.

e Esquemas, con nombre en todas las estructuras observadas, técnica,
aumentos y organismo.

CUESTIONARIO:
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SESION TEORICO PRACTICA No. 3
SEGMENTACION, GASTRULACION Y NEURULACION
(temas de exposicién: anfibio, ave y mamifero)

INTRODUCCION.

Una de las caracteristicas de la reproduccion sexual en los animales, es que su
compleja estructura pluricelular, se origina a partir de una sola célula: el 6vulo
fecundado; ésta célula uUnica, ahora llamada zigoto o huevo se transforma en un
cuerpo pluricelular, que se caracteriza por un drastico aumento en sus actividades
respiratorias y sintéticas la cual tiene lugar al principio del desarrollo y se logra
mediante varias divisiones celulares (MITOSIS), lo que corresponde al proceso de
Segmentacion.

Las células resultantes de las primeras divisiones de la segmentacion no son
especializadas en su mayor parte y permanecen por igual sin especializacion
metabdlica, dado que su actividad sintética estd adaptada, antes que para
actividades moleculares especializadas, para la reproduccion de DNA y de las
proteinas requeridas para la division celular. Después de algunas divisiones
celulares sincronizadas el embridon se asemeja a una mora, de ahi el nombre de
morula, de aqui en adelante las divisiones celulares pierden su sincronia
dependiendo de la cantidad de vitelo (yema) que se presente.

Con el tiempo el embrion en proceso de segmentacion desarrolla una cavidad
central denominada blastocele denominandose entonces etapa de blastula,
iniciandose cambios importantes a nivel bioquimico, que permiten comunicaciones
celulares en nuevas y diferentes formas.

Con base en lo anteriormente mencionado inicia en el embrién uno de los periodos
mas criticos de su desarrollo y que corresponde a la etapa de gastrulacion. Hasta
este momento, la evolucién del desarrollo de la mayor parte de los animales se ha
encontrado bajo la direccion de las instrucciones de derivacion materna y de los
procesos que se llevaron a cabo en el huevo antes de la fecundacién. La
gastrulacion se caracteriza por profundos rearreglos, aunque bien ordenados, de
las células en el embridn, Uno de los principales cambios durante la gastrulacion
temprana es la adquisicion que realizan las células para experimentar movimientos
morfogenéticos dirigidos, reorganizando al embrion (Tabla 1), los cuales ocasionan
la reordenacion del embrion a partir de la blastula, a una etapa que se caracteriza
por la presencia de tres capas germinales.
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TABLA 1. Principales tipos de movimientos morfogenéticos que se observan en los
embriones tempranos (Bruce M. Carlson).

TIPO DE MOVIMIENTO DESCRIPCION EJEMPLO
INVAGINACION Invaginacién o embolsamiento | Formaciéon del arquenteron en
de una lamina de células. Amphioxus.
EVAGINACION Exbolsamiento de una ldmina de | Exogastrulacion, desplazamiento
células. hacia fuera de la gastrula.
INVOLUCION Desenvoltura en torno a un | Movimientos celulares a través del

angulo de la capa externa de | blastoporo en anfibios.
células extendidas y expansion
sobre la superficie interna.

EPIBOLIA Expansién de una lamina de | Expansion de las células externas
células. hacia el blastoporo de anfibios.

INGRESO Hundimiento de células | Formacion del mesénquima
individuales de una superficie en | primario en la blastula del erizo de
la zona. mar.

DELAMINACION Separacion de una segunda | Formacion del hipoblasto primario

lamina a partir de una sola | en embriones de aves.
lamina original.

MOVIMIENTO AMEBOIDE | Migracién de células | Migracion de las células de la
individuales aisladas mediante | cresta neural.
su propia movilidad.

Después de los movimientos morfogenéticos, el futuro destino en el desarrollo del
embrién depende en consecuencia, de las interacciones inductoras entre estos
grupos celulares recién asociados; de tal forma que el fenébmeno inductor primario
estriba en la influencia que ejerce el notocordio o cordamesodermo en el ectodermo
suprayacente, dando lugar a la transformacibn de una banda de células
ectodérmicas no especializadas, en el primordio del sistema nerviosos central,
iniciando el proceso de neurulacion.

La neurulacion por lo general se considera como el periodo de desarrollo que
comienza al presentarse los primeros indicios de formacién de la placa neural y que
concluye con el cierre del tubo neural.

OBJETIVO GENERAL:
El alumno aplicara y comprendera, la técnica para el estudio de la biologia del
desarrollo de anfibios y aves.

OBJETIVO PARTICULARES:

Aplicaré la técnica para la obtencion de embriones de anfibios y aves
Conocera el ciclo reproductivo los anfibios y de las aves.

Conocera las fases de desarrollo embrionario de anfibios y aves.
Conocera sus aplicaciones en la acuicultura.

Evaluara y discutira sus resultados.
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TRABAJO PRACTICO:

A. DESARROLLO EMBRIONARIO DE ANFIBIOS.

MATERIAL:

e 1 jeringade 1 ml. (insulina)
e Estuche de diseccion

e Portaobjetos excavados.

REACTIVOS:
e 0.5 ml. De progesterona en solucioén.
e 100 ml. De solucion Holfreter.

METODO:

INDUCCION AL DESOVE:

1.- Succionar 1 ml. de la inyeccion con la jeringa, y sacar el aire.

2.- Inyectar a la rana, tomando con una mano las patas de la rana y con la cabeza
baja, e inyectar a través de la piel y del misculo abdominal, hasta la cavidad del
cuerpo, en uno de los cuartos abdominales inferiores. Presionar el embolo de la
jeringa lentamente para evitar dafiar los 6rganos internos con la solucién, y sacar
con sumo cuidado la jeringa, limpiando con una torunda de algodén suavemente.
3.- Coloque al animal en un frasco o recipiente adecuado, con poco agua.

4.- La ovulacion dependera de la temperatura a la que se mantenga el animal.

5.- Después de tiempo requerido se procede a “ordefar “ al animal para forzar el
desove. La hembra limpia se toma de las patas traseras con una mano,
manteniéndola con el dorso hacia arriba; la otra mano se coloca con la palma
hacia abajo sobre la cabeza, apretando el cuerpo del animal por detras de las patas
anteriores. Entonces, con las patas traseras ligeramente dobladas hacia abajo, se
comprime suavemente el abdomen, ejerciendo la presién hacia la cloaca,
extrayendo asi algunos huevos, se suspende el ordefio y se coloca al animal en su
recipiente. Para preparar la suspension de esperma, se procede de la misma
manera que la ovulacién.

6.- Una vez que se han obtenido espermatozoides y ovocitos, previamente
identificados en el microscopio, se juntan ambos en una caja petri, se remueven y
se dejan reposar unos 20 a 30 minutos. Cuidando que no haya excesiva cantidad
de espermatozoides por ovulo (poliespermia).

7.- Transferir los huevos a diferentes cajas petri conteniendo una solucidn recién
preparada de Holfreter y observar su desarrollo. La gradual hinchazén de la ganga
gue circunda los huevos, ademas de la evidencia de la inseminacién manifiesta por
la rotacién de los huevos, con los polos pigmentados hacia arriba. El primer plano
de division empieza antes de terminar la primera. Se desechan los huevos
moteados o rotos.

8.- Fijar los diferentes estadios de desarrollo.

9.- Esquematizar los diferentes estadios de desarrollo
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Fig. 38. Representacién esquematica de la manera como se debe llevara cabo la
inyeccién de la hormona o glandula pituitaria

Fig. 39. Desove o Expulsion de gametos por presion
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| Metamorfosis
Aqui vemos el desamollo del Orden
Anura, que agrupa a ranas y Apuire
sapos, desde el huevo a la adultez. |§
Este proceso se denomina ' INDIVIDUD CON
metamarfosis. CUATRO PATAS ¥

COLA ATROFIADA.

RENACUAID CON
BERANQUIAS INTERNAS
¥ EXTREMIDADES
INFERIORES ¥A

FORMADAS,

RENACUAID €O
BRANQUIA

Fig. 40 Ciclo de vida de anfibio.
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METAMOFFOS1E

Fig. 41. Desarrollo de la rana (Segun Witschi)
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B. DESARROLLO EMBRIONARIO DE AVES

MATERIAL:
Embriones de aves obtenidos en la practica nUmero 2.

METODO:

B Ve isin g N

Fig. 42. Aparato reproductor de ave y corte histolégico de ovario.

Fig.43. Huevo de ave mostrando sus estructuras.
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Tabla 2. Cronoldgica que indica la aparicion de los principales caracteres morfoldgicos de
la ontogenia del pollo.

TIEMPO
18 h

20 h

24 h

26 h

33h

37h

Caracteres morfolégicos

Linea primitiva completa, prolongacion
cefélica

Repliegue cefalico anterior.

4 pares de somitas, pliegues medulares
salientes.

Inicio de la soldadura de los pliegues
neurales.

12-13 pares de somitas, cerebro
completo, repliegue amnidtico anterior,
corazon diferenciado, arco aértico.

Movimientos cardiacos, inicio de la
torsion

TIEMPO

45 h

48 h

56 h

60 h

72 h

96 h

Caracteres morfolégicos

Arcos aoérticos | y II.

25-26 pares de somitas, fin de la
linea primitiva, repliegue amniético
posterior.

Inicio de los esbozos de los
miembros, arcos aorticos I, 11, y lII.

Inicio de la alantoides.

37-39 pares de somitas, poro
amniético, alantoides externamente
visible, arcos aoérticos I, II, 1, y IV.

Amnios definitivo, embrién colocado
sobre el flanco izquierdo, somitas
completos, arcos aorticos lll, IV, Vy
VI.

of Viktor H

[SE S Jk EHIEK

amburg

Ol JENVELOP MW

er: 1900-2001

L il I i RN B |

Fig. 44 Principales estadios de desarrollo del huevo de gallina.
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Fig. 46. Gastrulacion en aves.
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Fig. 47. Formacion del tubo neural.
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Fig. 48. Formacion de las membranas extraembrionarias.

CUESTIONARIO.
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, PRACTICA NO. 4
TECNICA DE COLORACION HEMATOXILINA — EOSINA (H-E).
Y TEJIDO EPITELIAL DE REVESTIMIENTO.

INTRODUCCION.
La coloracion de los tejidos tiene por objeto aumentar el contraste entre sus
diferentes estructuras. Haremos una division de estas técnicas, tomando como
criterio lo que queremos demostrar. Tenemos de esta manera tres grupos:

1° Las técnicas generales o topograficas que permiten realizar el estudio de
Organos Y tejidos en su totalidad y no con base en un componente en especial.

2° Las técnicas especiales que ponen de manifiesto algun 6 algunos
componentes especiales por ejemplo fibras coldgenas, musculares, elasticas etc.

3° Las técnicas Histoquimicas que permiten la identificacion y localizacion
especifica de substancias en un tejido, observado al microscopio.

TEJIDO EPITELIAL. La palabra “EPITELIO’ fue utilizada por Ruysch en 1701 para
designar al tejido que recubre el labio y deriva de epi = sobre y tele = papila 6
pezon. Este tejido incluye a un conjunto de elementos de muy diversas estructuras,
origen, funcidon vy distribucion, pero que tienen en comun las siguientes
caracteristicas.

» Los tejidos epiteliales estan formados casi exclusivamente por ceélulas. La
sustancia intercelular es muy escasa y se le llama en este caso “cemento
intercelular”.

» Las células guardan entre si un orden muy definido y adoptan formas
poliédricas.

» No poseen vasos sanguineos.

» Todos los epitelios descansan sobre una estructura, que los separa de otros
tejidos, generalmente conjuntivos y que es conocida como membrana basal.

» Los tejidos epiteliales presentan complejos de union que le confieren gran
integridad tisular

OBJETIVOS:

e Conocera el fundamento de la técnica de desparafinacion y de la técnica de
coloracion Hematoxilina-Eosina.

e Aplicara correctamente la técnica de desparafinacion y la de coloracién
Hematoxilina-Eosina. Evaluara sus resultados.

e Identificara a los epitelios simples, sobre todo tipo de material.

e Evaluaré el grado de dificultad para identificarlos.
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MATERIAL POR EQUIPO:

e Un trapo limpio

Dos portaobjetos

Dos cubreobjetos

Cinco cajas de petri chicas
Dos agujas de diseccion

TECNICA DE COLORACION HEMATOXILINA-EOSINA

Esta técnica de hematoxilina-eosina, corresponde al grupo conocido como
generales ¢ topograficas. Es una coloracion regresiva en la que intervienen dos
colorantes: La Hematoxilina (colorante basico), que es un colorante nuclear aunque
no es exclusivo, pues tifie también ribonucleo proteinas citoplasmicas, mielina, etc.,
en violeta. El otro colorante es la Eosina (colorante acido), que se usa para tefiir
citoplasma en un color rosa que contrasta con la Hematoxilina (coloracion de
fondo).

La Hematoxilina (Ce Hi4a Os) es un colorante natural obtenido del area tropical
Hematoxylum campechianum (Linn). Leguminosa. La Hematoxilina de Harris
gue es la que generalmente se usa, es una de las varias formulas que existen para
prepararla. Aunque se le denomine técnica de Hematoxilina, el colorante utilizado
no es en realidad la hematoxilina, sino una laca aliminica de Hemateina. La
hemateina (Cs Hi2 Os) es el producto de oxidacién de la hemateina.

TECNICA DE DESPARAFINACION.

1.- Sustituto Xileno -------- ---- 3 cambios de 5 a 10 minutos.
2.- Alcohol absoluto -----------------ememmmm e 5 min.
3.- Alcohol 96% -- e 5 min.
4.- Alcohol 80% -- - - 5 min.
5.- Alcohol 70% -- - - 5 min.
6.- Alcohol 50% -- - - 5 min.

7.- Agua Formulada.
NOTA: Los tiempos varian, segun el tipo de 6rgano y tamafio de la muestra

COLORACION HEMATOXILINA- EOSINA

1.- Coloracién con Hematoxilina ----------=------- 1 min.
2. Lavar en agua de la llave.
3.- Lave con alcohol acido ----=---====mmmmmmmmeemm vire a rosa

4. Lavar en agua de la llave.

5. Virar en agua amoniacal=

6. lavaren agua de la llave

7.- Lavar en agua destilada (tres veces)

10- Coloracion con Eosina ---------===========----- 30 segundos.

11- Alcohol 96% -----------mmmmmm oo dos cambios 30 segs.
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12- Alcohol absoluto ------------------ dos cambios 30 segs.
13- Alcohol absoluto xileno --------=====mmemeem- dos cambios de 3 a 5 minutos.
14- Xileno - 3 cambios 5 min.

15. Montar en resina sintética.

NOTA: El tiempo en la Hematoxilina y en la Eosina, varia dependiendo de la
madurez de la misma.

RESULTADO:
Nucleos ---------------------- -- azules
Citoplasma -------=-=-=-m o rosa 0 naranja

PREPARACION DE REACTIVOS:

HEMATOXILINA DE HARRIS.

Hematoxilina cristalizada ----- —-mmemmee—-—-- 1.0 gr
Alcohol etilico absoluto ----------- —-mmeoee- - 10.0 ml
Alumbre de potasio -------------------------- 20 gr
Oxido rojo de mercurio -- - --050r
Agua destilada --------- 200 ml

Se disuelve la hematoxilina en el alcohol y el alumbre en el agua caliente; se
mezclan ambas soluciones. Se lleva la mezcla a ebullicion y se agrega rapidamente
el 6xido mercurico. Cuando la mezcla toma color rojo purpura se retira del fuego y
se enfria. Filtre antes de usar varias veces.

EOSINA:
Solucion acuosa al 1% de Eosina Y
Agregue una pizca de Orange G.

EPITELIOS DE REVESTIMIENTO Y ABSORCION

Como lo indica su nombre, son tejidos especializados en el revestimiento y
proteccion de superficies; absorcion y difusion de substancias, liquidos y gases.
Ejemplos de ellos los tenemos en las vias respiratorias, urinarias, digestivas, la
epidermis, la cornea y en otros sitios mas.

Asi como su distribucion es muy variada, también lo es su aspecto y estructura y
para poder clasificarlos se consideran dos factores, la forma de las células que los
constituyen y el nimero de capas en que ellas se agrupan.

A. Segun la forma que tienen las células, se clasifican en:

a). Epitelios planos Las células son aplanadas, su eje
mayor es paralelo a la membrana
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basal y el nucleo es central y ovoide.

b) Epitelios cubicos La forma de sus células es méas 6
menos isodiametrica, son de nucleo
central y esfeérico.

c) Epitelios cilindricos El eje mayor de las células es
perpendicular a la membrana basal, es
decir son células mas altas que anchas;
sus nucleos alargados son de posicion

basal.

B. Segun el nimero de capas Cuando es una sola capa de células se
les llama simples y cuando hay mas de
una capa celular, estratificado.

MATERIAL Y METODO:

I. Epitelios simples.
Andlisis microscopico y elaboracion de esquemas de las siguientes preparaciones:

1. Epitelio plano simple ------------ o ---Rifidn 6 mesenterio
2. Epitelio cubico simple --------------- -------Rifidn, tiroides, ovario.
3. Epitelio cilindrico  -----m--mmmmmmm e Intestino  delgado,

intestino grueso, algunos conductos excretores.

Il. Epitelios especiales
Andlisis microscopico y elaboracion de esquemas de las siguientes preparaciones.

1. Epitelio cubico estratificado 6 de transicion ---------- Ureter, vejiga urinaria.
2. Epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado--------- Traquea.
3. Epitelio germinativo-------- - -------Testiculo y ovario.

lll. Epitelios estratificados.
Andlisis microscopico y elaboracion de esquemas de las siguientes preparaciones:

1. Epitelio plano estratificado mucoso- ---Lengua, esofago o
vagina.
2. Epitelio plano estratificado corneo - - - piel humana.
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A continuacion se presentan las fotografias referentes a ésta practica.

e |dentifique y enumere lo siguiente:
a) Tipos de epitelio de revestimiento

b) Nombre de estructuras observadas
c) Organo

d) Aumento

e) Técnica de coloracion

Fig. 49. Esquematiza e indica las estructuras observadas en el riidn de rata.
Tincién: H-E y objetivo 10 Xy 40 X
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Fig. 50 Indica el nombre de los epitelios sefialados en rifidn de rata, tinciéon H-E 'y
objetivo 40 X.

Fig. 51 Indica el tipo de epitelio sefialado en intestino, tincion H-E y objetivo
10 X.
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Fig. 52. Indica del epitelio presente en la muestra de intestino
, tincion H-E y objetivo 40 X.

Fig. 53. Indica tipo de epitelio sefialado, tincion H-E y objetivo 40X.
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Fig.54 Indica el tipo de epitelio sefialado en lengua, tincion Tricromica de
Gallego y objetivo 10 X.

Fig. 55 Piel humana, técnica H-E, objetivo 10X

69



Periodo 2012-2

Fig.56 Piel de anfibio, técnica
H-E. Objetivo 10X

ACTIVIDAD:

1. Mediante la elaboracién de un esquema de tu 6rgano problema, indica las
estructuras observadas y evalta los resultados con base en la técnica aplicada.

2. Realiza una descripcion de las figuras 55 y 56.
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Escamosa Cuboidal Cilindrica Cilindrico
seudoestratificado

Transicional (relajada)

Queratinizado Cilindrico Transicional (distendido)

http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http://img523.imageshack.us/img523/3050
ftiposdetejidoslh6.jpg

Fig. 57. Tipos de epitelios de revestimiento, epitelios especiales y diferenciaciones de la
region apical de las células.
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SESION TEORICO PRACTICA No. 5
TEJIDO EPITELIAL GLANDULAR EXOCRINO Y
TECNICA TRICROMICA DE GALLEGO

INTRODUCCION:

La caracteristica primordial de este tejido es el verter sus secreciones hacia una
superficie, directamente o por medio de un conducto. La superficie puede ser la
externa (la piel) o una cavidad prolongacion del medio externo (tubo digestivo, arbol
respiratorio y tracto urogenital).

Hay glandulas muy sencillas en su estructura, como por ejemplo las células
caliciformes, células que en si son una glandula y que aisladas unas de otras
forman parte de ciertos epitelios de revestimiento como el intestinal y el respiratorio.

Otras glandulas son parte de un o6rgano y en ellas se distinguen dos porciones, la
funcionalmente activa o secretora (Adendmero) y un conducto que comunica con
alguna superficie; todo ello incluido en un tejido diferente, el tejido conjuntivo, que
le sirve de sostén y como medio de nutricién. De ellas tenemos como ejemplos las
glandulas sudoriparas, las glandulas estomacales, intestinales, traquéales, etc.

Hay finalmente glandulas mas complejas con un numero muy grande de
adenomeros y conductos de diferente diametro que desembocan en uno 0 mas
conductos principales. Estas glandulas son 6rganos completos y estructuralmente
mas elaborados. En estos casos, y en general en cualquier érgano de la economia,
se distinguen dos porciones: La funcionalmente caracteristica o parénquima y la de
sostén o estroma. En una glandula el parénquima lo compone el tejido epitelial,
adendémeros y conductos excretores; al estroma lo forma una capsula conjuntiva
gue la delimita y tejido conjuntivo que sostiene al parénquima y que contiene
ademas a los otros componentes del 6rgano como los nervios, vasos sanguineos y
vasos linfaticos. Glandulas de este tipo son las salivales, el pancreas, la prostata y
el higado.

La técnica tricromica de Gallego es una de las muchas técnicas topograficas que
permiten, ademas poner de manifiesto y de manera especial a las fibras colagenas,
ya que estas destacan netamente sobre el resto de los componentes tisulares; por
lo tanto también es considerada como técnica especial.

OBJETIVOS:

e Identificar4 sobre todo tipo de material a los epitelios GLANDULARES.

e Establecera las diferencias morfofisiol6gicas, entre los epitelios glandulares
exocrinos.

e Aplicara correctamente y conocera el fundamento de la técnica tricromica de
Gallego.

e Evaluara sus resultados.
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MATERIAL Y METODO:

4 cajas de petri por persona.

2 agujas de diseccion.

Un trapo.

Una caja de colores.

Dos portaobjetos por persona.
Dos cubreobjetos por persona.
Etiquetas.

METODO TRICROMICO DE GALLEGO:

1.- Fijacién en formol al 10% durante 24 horas o0 mas.

2.- Obtencion de cortes por congelacion.

3.- Agua formolada por lo menos dos horas antes de efectuar la coloracion.
4.- Fucsina acética durante cinco minutos.

5.- Lave en agua destilada.

6.- Viro fijacién en formol acético durante dos minutos.

7.- Lave perfectamente bien en agua destilada.

8.- Picro indigo carmin, un minuto.

9.- Alcohol picrico dos veces de un minuto, cada vez.

10.- Alcohol absoluto, un cambio rapido.

11.- Alcohol absoluto-xileno dos veces, tres minutos cada vez.

12.- Xileno tres veces, de tres minutos cada vez.

13.- Montar en balsamo de Canada o resina sintética.

NOTA: El tiempo en los reactivos y colorantes varia, dependiendo del tipo de
tejido.

PREPARACION DE REACTIVOS Y COLORANTES.
Fucsina acética.

Agua destilada 10 ml
Fucsina fenicada 10 gotas
Acido acético 1 gota

Fucsina fenicada de Ziehl.

Fucsina basica 19
Fenol cristalizado 59
Alcohol de 96% 10 ml
Agua destilada 90 ml
Formol acético.

Agua destilada 10 ml
Formol puro 2 gotas
Acido acético 1 gota
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Picro indigo carmin.

Carmin indigo al 1% una parte
Acido acético dos partes
Resultados:

Nucleos en rojo violaceo.
Haces colagenos en azul.
Capa cornea en amarillo.
Fibras musculares en verde amarillento.

I. ANALISIS MICROSCOPICO DE LAS SIGUIENTES PREPARACIONES:
1.- Sublingual

2.-Submaxilar

3.-Cuero cabelludo o piel

4.-Glandula mamaria o proéstata

5.-Intestino delgado

6.-Piel de anfibio.

.- Ejercicio:

a) ldentifique y enumere en la fotografia los diferentes tipos de epitelios
glandulares

b) Elabore el esquema de los epitelios observados, indicando el hombre de las
estructuras observadas.

c) lIdentifique el 6rgano y la técnica aplicada en la fotografia.

d) Analice y describa lo que se indica en las imagenes.

ACTIVIDAD:

1. Mediante la elaboracion de un esquema, indica las estructuras identificadas con
la técnica tricrémica de Gallego de tu érgano problema.

2. En cada epitelio observado, indica los siguiente:
e Clasificacion de la glandula observada.
e Que funcion tienen estas glandulas.
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Fig. 58 Esquematiza e indica las estructuras observadas en una glandula acinosa
simple, tincion H-E y objetivo 10 X'y 40 X.
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Fig. 59 Glandula intestinal tincion H-E y objetivo 10 Xy 40 X.

Fig. 60. Indica el tipo de glandula y estructura sefialan. Cuero cabelludo,
tincién H-E, objetivo 40X.

76



Periodo 2011-2

Fig. 61. Tipo de glandula. Cuero cabelludo, tincion H-E, objetivo 40X.

COMPOUND TUBULOALVEOLAR GLAND (DIAGRAM)

A2 Laege dusl
tinterlobular) (0.5
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Fig. 62 Glandula tubulo alveolar (acinosa compuesta).

Fig. 63. Tipo de glandula:
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PANCREAS lhotade
e ~ Langerhans B acinos
v pancreaticos

~ célula delta
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célula beta ~ Glandula Mista

Fig. 64. Glandula acinar compuesta, indica los nombres de sus estructuras.

Fig. 65. Esquematiza e indica las estructuras en una glandula mamaria humana.
Tincion H-E y objetivo 10 X
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A Holocrina B Merocrina C Apocrina

o
2 Secrecion

Célula en
desintegracién
y su contenido
(secrecion)

Célula intacta

Pellizcamiento de
una porcion de la
célula (secrecion)

Fig. 66. Mecanismos de expulsion

CUESTIONARIO:
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SESION TEORICO PRACTICA No. 6
EPITELIO GLANDULAR ENDOCRINO Y
TECNICA TRICROMICA DE MALLORY

INTRODUCCION.

Los vertebrados superiores tienen dos mecanismos por medio de los cuales se
integran las funciones de sus tejidos y 6rganos, manteniendo la homeostasis. Uno
es el control que ejerce el Sistema Nervioso con la transmision de los impulsos
nerviosos, el otro la produccién de mensajeros quimicos “ las hormonas” a cargo
del Sistema Endocrino.

Al igual que en el caso de las glandulas de secrecion externa, nos encontramos con
gue la complejidad estructural es variable. Hay grupos de células dispersas en
varios sitios, fuera o dentro de érganos que elaboran hormonas pero cuya funcién
endocrina no es la Unica. Tenemos por ejemplo: los ovarios, los testiculos, el
intestino, el pancreas y posiblemente otros mas.

Por otra parte hay 6rganos enteros que funcionan como glandulas endocrinas,
entre ellos tenemos a la Hipdfisis, la tiroides, las suprarrenales y la pineal. Las
glandulas endocrinas no tienen conductos, de manera que las secreciones se
vierten a los capilares sanguineos que en un nimero muy grande se encuentran en
el estrdbma que rodea a las células epiteliales. El parénquima es probablemente
mas importante en volumen y distribucién que el estroma, el que se ve reducido en
muchos a una trama reticular. Las células epiteliales tienen tal disposicion en
cordones, nidos celulares o bien foliculos, que por lo menos una de sus superficies
esta en relacion con los capilares.

REGULACION DE LA SECRECION:
Los mecanismos de regulacion fisiolégica son muy diferentes de glandula a
glandula. En términos generales la secrecion se vera afectada por estimulos
nerviosos, hormonales o por estimulos quimicos no hormonales. En el caso de las
glandulas endocrinas, el estimulo hormonal se lleva a cabo por un fenémeno de
retroalimentacion, positiva o negativa.

OBJETIVOS:
e Identificara sobre todo tipo de material al tejido epitelial glandular endocrino.
e Clasificara a los diferentes tipos de glandulas observados en el laboratorio.

MATERIAL Y METODO:

e 4 cajas de petri por persona.
e 2 agujas de diseccion.
e Untrapo.
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Una caja de colores.

Dos portaobjetos por persona.
Dos cubreobjetos por persona.
Etiquetas.

METODO TRICROMICO DE MALLORY.

FIJACION: Se recomienda por el magnifico resultado que se obtiene, fijar en
solucion de Zenker.

Cortes incluidos en parafina de 6 micras.
1.-Desparafinar los cortes.

2.-Remover el precipitado de bicloruro de mercurio con lugol, de tres a cinco
minutos.

3.-Hiposulfito de sodio al 5% de 30 a 40 segundos.
4.-Lavar en agua de la llave y enjuagar con agua destilada.
5.-Colorear con la solucion de fucsina durante cinco minuto.

6.-Lavar en agua destilada para diferenciar los tonos rojos, 15 a 30 segundos, dos
cambios.

7.-Colorear con la soluciéon de azul de anilina 10 min.

8.-Pasar directamente en alcohol del 96. dos cambios rapidos, para diferenciar el
azul de anilina.

9.-Alcohol absoluto xileno, tres cambios de cinco minutos cada cambio.
10.-Aclarar en xileno, tres cambios, cinco minutos cada uno.
11.-Montar en balsamo de Canadéa o resina sintética.

RESULTADOS:

Nucleos en color rojo.

Colageno en azul obscuro.

Fibras elasticas de color amarillo palido.

I. Analisis microscopico de las preparaciones indicadas.

e Hipdfisis. e Ovario.
e Tiroides. e Testiculo.
e Suprarrenal. e Pancreas

I. Elaboracion de esquemas.
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Fig. 67. Indica el nombre de las células sefialadas en hipéfisis. Tincion H-E
Y objetivo 100 X

Fig. 68. Tiroides.
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ladas en la glandula suprarrenal.

fia
Tincién H-E y objetivo 10 X

Fig. 69. Indica el nombre de las capas se

Fig. 70. Cuerpo luteo en ovario de humana.
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Fig. 72. Indica el nombre de las estructuras y células sefialadas en pancreas. Tincion H-E y objetivo
10X y 40 X.
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ACTIVIDAD:
1. En el esquema, explica la morfofisiologia de la célula hepatica.
2. Esquematiza las preparaciones fijas de las glandulas endocrinas.

CUESTIONARIO:
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SESION TEORICO PRACTICA No. 7
TEJIDO CONECTIVO |

TECNICA DE SYLVEN PARA LA DEMOSTRACIQN METACROMATICA DE
MUCOPOLISACARIDOS SULFATADOS (TECNICA DE LISON).

INTRODUCCION.
Histogénesis.

El tejido conjuntivo se forma esencialmente a partir del mesénquima, que se origina
del mesodermo, a expensas del esbozo que se invagina por la linea primitiva, pero
parte de sus células tienen origen ectodérmico de la cresta neural y endodérmico
de la placa precordal. EI mesodermo puede conformarse en formaciones
segmentarias, que son los somitos o bien permanecer difusos en cuyo caso forman
el mesénquima y este, a su vez, evolucionara hacia la formacion de todos los
elementos del tejido conjuntivo propiamente dicho, cartilaginoso y 6seo, parte del
tejido muscular y del tejido sanguineo.

En el mesénquima existen células mesenquimatosas, las cuales son capaces de
diferenciarse en tipos diferentes de células del tejido conjuntivo como histiocitos,
fibroblastos, mastocitos, células plasmaticas, entre otros.

TEJIDO CONECTIVO PROPIAMENTE DICHO.

Bajo el nombre de tejido conectivo propiamente dicho se agrupan los tejidos que,
aunque de aspecto diferente, tiene como caracteristica comdn el poseer una
sustancia intercelular de consistencia viscosa. Algunos de ellos unen a los diversos
tejidos, 6rganos y sistemas; constituyen su soporte mecanico y facilitan la difusion
y el almacenamiento de todo tipo de metabolitos: tienen por lo tanto, un papel muy
importante en la nutricién. Otros dan origen a los elementos formes de la sangre
finalmente algunos mas son muy importantes para la defensa del organismo. En
resumen, el tejido conjuntivo propiamente dicho constituye un verdadero medio
interno.

OBJETIVOS:

e Aplicara y conocera el fundamento de la técnica de Lison

e Identificara a las variedades del tejido conectivo propiamente dicho sobre todo
tipo de material.

e Establecera las caracteristicas del tejido conectivo.

e Establecer las caracteristicas del tejido 6seo y cartilaginoso.

|I. Técnica de Lison

La metacromasia se sefiala como un cambio de absorcidon de ciertos colorantes
basicos cuando se encuentran como “polimeros”. Al cambiar su espectro de
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absorcion cambia su color original. Entre los colorantes que se pueden utilizar
tenemos el azul de toluidina, tionina, azul de metileno, entre otros.

El azul de toluidina como otros colorantes béasicos del grupo de las tiazinas, da
reaccion metacromatica en presencia de los mucopolisacaridos sulfatados, o con
otras substancias al cambiar las condiciones de coloracion. El que una substancia
se tila metacromatica u ortocromaticamente depende de la presencia de cargas
negativas de su numero y proximidad. Para que los grupos electronegativos al
combinarse con el colorante basico lo vuelva metacromatico, es necesario que lo
hagan formando largas cadenas “polimerizacién”, que absorvan la longitud de onda
diferente. Esto dependera como hemos mencionado del nimero de cargas y de
gue se encuentren a una distancia minima de 5 a 7 A°.

MATERIALES:

Dos cajas de petri por persona.
Dos agujas de diseccion.

Un trapo limpio.

Dos portaobjetos.

Dos cubreobjetos.

Cortes de Traguea.

Agua destilada.

METODO:
1.-Desparafinar los cortes y llevarlos hasta agua destilada.

2.-Colorear los cortes con la solucién de azul de toluidina durante un tiempo que
puede variar entre cinco minutos y una hora.

3.-Enjuagar los cortes 10 segundos en la solucion reguladora de fosfatos, agitando
y secando con papel filtro.

4.-Limpiar el portaobjetos para eliminar la soluciébn reguladora y sumergirlo
rapidamente en un bafio de alcohol butilico durante tres segundos.

5.-Tolueno o xileno durante 3 a 4 minutos.
6.- Montar en resina sintética.

RESULTADOS:
Estructuras metacromaticas en rojo purpura o rojo violaceo, estructuras basdéfilas no
metacromaticas en azul.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

1.-Solucién reguladora de fosfatos pH 3-5.
Fosfato dibasico de sodio ——— 5 ml
Fosfato &cidode potasio— 95 ml
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2.- Solucion de azul de Toluidina.
Disolver 0-1 g de azul de toluidina en 100 ml de la solucion reguladora de fosfatos.

II. Andlisis microscépico de los siguientes tejidos:

e 1.-Tejido conjuntivo laxo------------- Intestino o piel.

e 2.-Tejido conjuntivo denso---------- Piel de anfibio o humana.

o 3.-Tejido elastico Arteria.

e 4.-Tejido mucoso o gelatinoso----- Cordon umbilical.

e 5.-Tejido adiposo Lengua.

e 6.- Tejido 6seo y cartilaginoso------ Hueso compacto, Oreja y traquea.
lll. Ejercicio:

a) Elabore el esquema de los tejidos observados, indicando el nombre de las
estructuras observadas.

b) Identifique el 6rgano y la técnica aplicada en la fotografia.

c) Analice y describa lo que se indica en las imagenes.

ESQUEMAS

Fig. 73. Indica el nombre de las estructuras sefialadas (Tejido conectivo laxo).
Organo: , tincion y objetivo 10 X.
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Fig. 74. Indica el nombre de las celulares sefialadas (Tejido conectivo
laxo).Tincion y objetivo 40 X.

Fig. 75. Tejido conectivo denso irregular.
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Fig. 76. Indica el nombre de las estructuras sefialadas (Organo ,
tejido conectivo denso regular). Tincién y objetivo 40X.

Tejido elastico (especial)

Fig. 77. Artéria de mediano calibre, Fig. 78. Artéria de mamifero,

tincion H-E y objetivo 40 X (tdnica media) tincién H-E y
objetivo 100X.
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Fig. 79. Indica el nombre de las capas sefialadas (Tejido mucoso o
gelatinoso, 6rgano ). Tincién y objetivo 40 X.
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Fig. 80. Tejido mucoso o gelatinoso (cordon umbilical de humano).
Tincion H-E y objetivo 10 X.

Fig. 81. Tejido adiposo blanco y tejido adiposos pardo.
Tincion H-E y objetivo 40 X.
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Fig. 83. Indica el nombre de las estructuras sefaladas, tejido éseo.
Tincion raspado.
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Fig. 84. Indica el nombre de las estructuras sefialadas (Tejido Cartilaginoso
). Tincién H-E y objetivo 40 X.
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VARIEDADES DEL TEJIDO CONJUNTIVO PROPIAMENTE DICHO

COMPONENTES CARACTERISTICAS
TEJIDO CARACTERISTICOS ESTRUCTURALES LOCALIZACION FUNCION
MESENQUIMA
PRIMITIVO
TEJIDO

CONJUNTIVO LAXO

TEJIDO
CONJUNTIVO
DENSO REGULAR

TEJIDO
CONJUNTIVO
DENSO IRREGULAR

SISTEMA RETICULO
ENDOTELIAL

TEJIDO RETICULAR

TEJIDO ELASTICO

TEJIDO ADIPOSO

TEJIDO MUCOSO

TEJIDO
PIGMENTARIO

TEJIDO OSEO
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TEJIDO CARTILAGO
HIALINO

TEJIDO ELASTICO

ACTIVIDAD:
1.- Indica lo que se te pide en el cuadro.

CUESTIONARIO:
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CELULAS DEL TEJIDO CONJUNTIVO

CARACTERISTICAS

FUNCION

TIPO DE CELULA
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FIBROBLASTOS.

=

CELULA CEBADA O MASTOCITO.
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CELULAS PIGMENTARIAS.
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SESION PRACTICA No. 8
TEJIDO CONECTIVO Il. TEJIDO LINFOIDE

INTRODUCCION:

El sistema linfatico forma parte del sistema inmunologico del organismo. Su funcién es
la de defendernos de las agresiones externas, por ejemplo de los virus o las bacterias.
El sistema linfatico estd compuesto por ganglios linfaticos que son pequefias bolitas
gue a veces podemos palparnos en el cuello o en las axilas. Estos ganglios estan
distribuidos por todo nuestro cuerpo, y se unen unos con otros por los vasos linfaticos.
Por este sistema discurren los linfocitos, que son las células encargadas de proteger
el cuerpo.

El tejido linfatico o linfoide es una variedad del tejido conjuntivo, fundamentalmente
celular. Este esta formado por una trama tridimensional de fibras reticulares, células
reticulares y macrofagos fijos. En las mallas de este reticulo citofibrilar existen células
libres, principalmente linfocitos T y B, en diversas fases de maduracion, macrofagos
libres y plasmocitos.

El conjunto de érganos linfaticos como timo, bazo, amigdalas, ganglios linfaticos, las
masas de tejido linfatico entre otros 6rganos, conocidos como nédulos linfoides o
placas de peyer, los linfocitos de la sangre y de la linfa y los linfocitos y plasmocitos del
tejido conjuntivo, constituyen el sistema inmunitario.

OBJETIVOS:

¢ Identificara al tejido adiposo sobre todo tipo de material.

e Identificara a los 6rganos linfoides sobre todo tipo de material.

e Establecera las diferencias morfofisioldgicas entre los 6rganos linfoides.

Andlisis microscopico de los siguientes tejidos:

Ganglio linfatico.
Timo.

Amigdala.

Bazo.

Placas de Peyer

A S
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ELABORACION DE ESQUEMAS

Amigdalas

Timo

Nadulos
linfaticos

Bazo

Apéndice

Médula
Osea

" -‘.‘-:‘ - ; -, .
v g - Xl
PN S

Fig. 87. Indica el nombre de las estructuras sefialadas en ganglio linfatico.
Tincion H-E y objetivo 40Xy 100 X.
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Fig. 88. Indica el nombre de las estructuras sefialadas en timo. Tincién H-E y
objetivo 40 X.
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Fig. 90. Timo de adulto, tincion H-E y objetivo 10 X.
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Fig. 91. Indica el nombre de las estructuras sefialadas en bazo. Tincion H-E y
objetivo 10 Xy 40 X.|

Fig. 92. Amigdala, tincién H-E y objetivo 10 X.

ACTIVIDAD:
1. Investigar la histogénesis del sistema linfatico.

CUESTIONARIO:
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2. Establezca lo que se pide en el siguiente cuadro:

Periodo 2012-2

ORGANO CARACTERISTICAS | LOCALIZACION FUNCION
MICROSCOPICAS ANATOMICA
AMIGDALA
GANGLIO
LINFATICO
BAZO

TIMO
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SESION TEORICO PRACTICA No. 9
TEJIDO CONECTIVO lll, TEJIDO SANGUINEO

INTRODUCCION:

El tejido sanguineo se encuentra en el interior de los vasos sanguineos y el corazon, y
circula por todo el organismo impulsada por el corazén; asi como por los movimientos
corporales. Entre sus principales funciones esta la de transportar nutrientes y oxigeno
desde el aparato digestivo y los pulmones, respectivamente, al resto de las células del
organismo. También se encarga de llevar productos de desecho desde las células
hasta el riidén y los pulmones, y de mantener homogéneamente la temperatura
corporal. Entre sus células se encuentran las que forman el sistema inmunitario, que
utilizan el torrente sanguineo y la red de vasos sanguineos para viajar a cualquier parte
del organismo y defendernos frente a las enfermedades.

Ahora bien al tejido sanguineo se le considera como un tejido conjuntivo especializado
constituido por una matriz extracelular liquida denominada plasma sanguineo. Las
células sanguineas se clasifican en dos tipos: eritrocitos, hematies o glébulos rojos y
leucocitos o glébulos blancos; ademas de contener fragmentos celulares denominados
plaquetas. Los leucocitos se dividen a su vez en granulares: neutrofilos, baséfilos y
eosinofilos, y en agranulares: linfocitos y monocitos.

El plasma es el componente fluido o liquido de la sangre y representa mas de la mitad
del volumen sanguineo. Est4 formado por multitud de moléculas, desde iones hasta
proteinas voluminosas. Es el principal medio de transporte de nutrientes y productos de
desecho.

Con el desarrollo embrionario y luego fetal, el tejido mesenquimal "va madurando” y
diferenciandose, y forma entre otros al tejido hematopoyético y sanguineo. En el adulto
el tejido sanguineo se forma en la medula 6sea roja de los huesos, constituyendo la
etapa final del proceso hematopoyético.

OBJETIVOS:

Elaborara un concepto de tejido sanguineo.

Enumerara a los componentes de este tejido.

Clasificara a los leucocitos indicando cuales son las bases de la clasificacion
Conocera los valores normales de los elementos formes.

Describa la morfologia de cada uno de los elementos formes, sobre todo tipo de
material.

Conocera las bases tedricas de las coloraciones Hematoldgicas.

e Aplicara correctamente la técnica de Wrigth.

MATERIAL:

e Dos cajas petri chicas por persona.
e Portaobjetos limpios y desengrasados, 5 por persona.
e Una lanceta por persona.
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e Torundas de algodon.
e Alcohol.
e Jabon.

TECNICA DE WRIGTH:

La técnica de Wrigth es una técnica topografica por medio de la cual se identifican los
elementos formes de la sangre; se considera como una de las coloraciones
hematolégicas més usadas. Las técnicas de coloracion hematolégicas se basan en la
aplicacion de un colorante neutro formados por los eosinatos de azul y azur de metileno
en solucion alcohdlica.

El colorante de Wrigth es una preparacion comercial del eosinato de azur, formando a
su vez una mezcla de eosina amarillenta, azul de metileno, azur A, azur B y de violeta
de metileno. El pH de la solucion de lavado es unos de los factores esenciales para la
obtencion de resultados adecuados en la coloracion; un pH bajo favorece los tintes
rojos y un pH alto los tintes azules. Se recomienda por lo tanto, el empleo de una
solucion buffer de fosfatos a un pH neutro.

METODO:

1.- Para hacer el frotis sanguineo, colocar una gota de regular tamafo cerca del
extremo de un portaobjeto limpio y desengrasado. Con otro portaobjeto formando un
angulo de 45°, hacer coincidir la gota con el borde del mismo, y extenderla a lo largo de
todo el portaobjeto, evitando hacer poca o demasiada presion. Los frotis que se
consideran buenos para la observacion deben ser delgados.

2.- Sobre el frotis ya seleccionado, colocar un namero determinado de gotas de
colorante de Wrigth recién filtrado, hasta cubrir el frotis y dejarlo actuar cinco minutos
(Para efectuar la coloracion, el portaobjetos se puede colocar en el fondo de una caja
de petri y cubrir para disminuir la evaporacién del colorante).

3.- Colocar el mismo numero de gotas de soluciéon Buffer al colorante, mezclar
perfectamente y dejarlo asi durante 7 minutos.

4.- Eliminar el colorante y solucién Buffer, lavar con agua destilada limpiando bien el
portaobjeto por el lado opuesto al frotis y dejar secar al aire.

5.- Observe a inmersion.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS Y COLORANTES.
Colorante de Wrigth.

Colorante de Wrigth en polvo ——2g
Glicerina 40 ml
Alcohol metilico 960 ml
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Buffer para coloracién de Wrigth.

Sol. A.

NaHPO4 4.49g
Agua destilada 500 ml
SOL B.

NaHPO4 4.759
Agua destilada. 500 ml
MEZCLAR

SOL A 497.07 ml
SOL B 489.18 ml

‘-"J ‘\J-
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Fig. 93. Tejido sanguineo. Tincion Wrigth. Objetivo 100X
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DETERMINAR LA FORMULA LEUCOCITARIA.
ELABORAR ESQUEMAS DE LOS ELEMENTOS FORMES DE LA SANGRE.

Se debera hacer entrega de un informe de la practica correspondiente, conforme a lo
explicado en clase, haciendo ademas un diagndstico de sus resultados.

ELABORACION DE ESQUEMAS.

NEUTROFILO EOSINOFILO BASOFILO
MONOCITO LINFOCITO PLAQUETAS
ACTIVIDAD:

1. Elaborar el esquema de los elementos formes de un organismo de cualquiera de
los grupos de vertebrados que se encuentre disponible.

2. Identificar cada uno de los tipos celulares de la figura 93.

CUESTIONARIO:
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SESION TEORICO PRACTICA No. 10
TEJIDO MUSCULAR.

INTRODUCCION:

El tejido muscular es un tejido practicamente celular, altamente diferenciado;
aproximadamente el 50% del cuerpo, estd formado por este tipo de tejido,
correspondiendo el 40% al musculo esquelético y del 5 al 10%, al musculo liso y
cardiaco. Sus células pueden presentar formas de husos o cilindros. Las células
contienen sarcolema (membrana, citoplasmica) y sarcoplasma (citoplasma); ademas de
todos los organelos normales en cualquier célula, tienen estructuras caracteristicas
denominadas miofibrillas, elementos fundamentales en el fendmeno de contraccion
muscular.

El tejido muscular es de origen mesodérmico y por lo tanto se van a encontrar
musculos derivados de los somitos y musculos derivados de los arcos branquiales, con
Sus respectivos nervios.

OBJETIVOS:

¢ I|dentificara a las tres variedades de tejido muscular sobre todo tipo de material.
e Establecera las diferencias estructurales, entre los tres tipos de células musculares.

MATERIAL.:
Andlisis microscoépico de las siguientes preparaciones:

e Musculo liso ---=====mmmmmemmmm - Intestino.
e Mdsculo estriado somatico ----- - Lengua.
e Mdusculo estriado cardiaco -------- - Corazon.

ELABORACION DE ESQUEMAS.

Fig. 94. Masculo liso, 5 Xy 40 X
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Fig. 95. Muasculo estriado somatico (esquelético), 5 Xy 40 X

Fig. 96. Musculo estriado cardiaco ( miocardio), 5 Xy 40 X

ACTIVIDAD:

1. Establece las diferencias morfofisioldgicas entre las variedades del tejido
muscular.

CUESTIONARIO:
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SESION TEORICO PRACTICA No. 11
TEJIDO NERVIOSO
TECNICA GENERAL DEL RIO-ORTEGA CON CARBONATO DE PLATA
AMONIACAL PIRIDINADO.

INTRODUCCION:

El sistema nervioso se distribuye en todo el organismo, por lo que todos sus
componentes mantienen entre si y con otros tejidos, una continuidad funcional; de esta
manera puede cumplir con las funciones altamente especializadas que le son
caracteristicas: detectar y responder ante los estimulos internos y externos. Las
neuronas o células nerviosas, son la unidad estructural y funcional del Sistema
Nervioso y por lo tanto del tejido nervioso; sus propiedades de irritabilidad y
conductibilidad, llevadas a un maximo de especializacion, permiten el control y
mantenimiento del equilibrio organico.

OBJETIVOS:

¢ Identificara a los componentes del tejido nervioso.

e Establecera las diferencias entre el cerebro, cerebelo y médula espinal.

e Establecera la relacion morfolégica y fisiolégica del cerebro, cerebelo y médula
espinal, con las meninges.

MATERIAL.

e Tres cajas petri chicas
¢ Ganchos de punta fina de vidrio
¢ Todo el material debera ser lavado perfectamente en agua destilada.

METODO.

1.- Fijacion en formol al 10% 24 horas 0 mas.

2.- Cortes por congelacion.

3.- Lavado y seleccién de los cortes en agua destilada.

4.- Impregnacion en carbonato de plata amoniacal, con una gota de piridina para 10
mililitros. Calentar a 40 °C, hasta que los cortes tomen un color café obscuro. No
importa que se enturbie la solucion.

5.- Lavar en agua destilada.
6.- Reducir los cortes en formol al 10% y lavarlos después con agua destilada.

7.- Virar en cloruro de oro al 1 por 500 primero a la temperatura del laboratorio hasta
gue los cortes tomen un tinte gris uniforme y calentarlo después a 40°C hasta que el
corte se torne violeta intenso.

8.- Hiposulfito de sodio al 15% durante 15 a 30 segundos.
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9.- Lavar en agua destilada.
10.-Alcohol del 96°

11.-Creosota de 5 a 10 minutos.
12.-Montar en balsamo de Canada.

PREPARACION DE REACTIVOS:

CARBONATO DE PLATA AMONIACAL.

Nitrato de plata al 10% ---------------- 5 ml
Carbonato de sodio al 5% ------------ 15 ml

Mezclar ambas soluciones y disolver el precipitado formado afiadiendo amoniaco, gota
a gota agitando constantemente. Afladir agua destilada hasta completar 76 ml.

Preparar en el momento de usar.
ANALISIS MICROSCOPICO DE LAS SIGUIENTES PREPARACIONES.
1.- Cérebro

2.- Cerebelo
3.- Médula espinal
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Fig. 97. Elabora un esquema de cerebro, 5 Xy 40 X indica la tincidn.

Fig. 98 Elabora un esquema de cerebelo a5 Xy 40 X. Indica la tincion.
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Fig. 99. Elabora un esquema de medula espinal, 5 Xy 40 X. Indica la tincion.

ACTIVIDAD:
1.- Establece las diferencias morfofisioldgicas entre:

a) Cerebro
b) Cerebelo
c) Medula espinal

CUESTIONARIO:
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