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PROLOGO

Ante la necesidad de someter a diferentes procesos de descalcificacidn
los tejidos que contienen calcio, para poder realizar estudios histold
gicos y patoldgicos y por las alteraciones estructurales que resultan,
se realizd el presente trabajo que tiene como propésito poner al alcan
ce de profesores y alumos la metodologia mis actualizada sobre el fe-

némeno de descalcificacidn.

Para de esta manera tener elementos de decisién respecto a la naturale
za de los tejidos y la aplicacidén de técnicas especificas, esto es en
base al andlisis de los diferentes elementos que participan en la cali
dad final de la preparacién y las indicaciones particulares segin los

objetivos que se tratan de alcanzar.

BIBLIOTECA CENTRAL:.



INTRODUCCION

Para el estudio de tejidos con cierto grado de dureza.es necesario emplear
procedimientos especiales que nos permitan conocer su estructura finay -
composicion quimica, esto es importante cuando se tratan de determinar al-
teraciones patoldgicas tisulares, tal como las que se presentan en fractu-
ras, hemorragias periosteales y mineralizacién anormal de algunos tejidos,

entre las mis importantes.

Para poder conseguir lo anterior es necesario preservar la organizacién ci
tolégica individual ademis de mantener las relaciones anatdmicas precisas
entre las diferentes estructuras y de esta forma establecer las anormalida
des que se presenten, para esto existen técnicas especificas de prepara --

cién y coloracién del material bajo estudio.

Por otra parte, también se utilizan procedimientos de descalcificacién pa-
ra la comprensién de diversos fendmenos biolégicos como desarrollo del sis
tema esquelético y dientes, reduccidén y reparacién de lesiones Sseas y mo-
dificaciones enzimdticas que ocurren durante la maduracidén celular entre -

otras.

En los ultimos afios se han conseguido mejoras importantes de las técnicas
para preparar fragmentos de tejidos mediante descalcificacién, tanto para
exémenes a nivel de microscopia de luz, como para anilisis con microscopia
electrénica de transmisién y barrido, sin embargo, es necesario que se reu
nan condiciones especiales para obtener preparaciones de buena calidad que
nos permitan algin propésito particular, tal como:

- Preservar la actividad enzimdtica.

- Immovilizar pigmentos que contengan hierro.

- Aumentar la afinidad tintorial de las muestras.

- Disminuir el tiempo delprocedimiento.

- Preservar la integridad de algunos componentes como fibras de -

colagena, proteoglucanos y glucoproteinas.



Para poder conseguir lo anterior es necesario conocer la influencia de va-
riables que intervienen en el proceso, entre las principales estén:

-~ Duracién de la descalcificacién,

- Eleccién de fijador asi como de la concentracidn Optima -

del mismo.

- Tiempo de la fijacion.

- Condiciones de pH de la solucién descalcificante.

-  Temperatura.

- Utilizacidn de vacio para especimenes especiales.

~  Preinclusion en medios de soporte antes de iniciar el pro

ceso de descalcificacidn.

La seleccion de las condiciones particulares mis apropiadas para el trata-
miento de los diferentes tejidos dependerd ademds del propésito que se pre

tende alcanzar.

El perfeccionamiento de los procedimientos de descalcificacidén se basa en
la comprensién de los principios tradicionales donde se emplean dcidos mi-
nerales u orgénicos fuertes o débiles, entre estos se encuentran el dcido

clorhidrico, dcido tricloroacético, dcido sulfuroso, etc. que pueden utili
zarse en un bafio electrolitico donde se eleva la temperatura como resulta-
do del paso de una corriente eléctrica entre dos electrodos.

Los 4cidos actian como agentes que remueven el calcio de los tejidos y en-
tre mids fuerte es el 4cido es mds intensa la desmineralizacién. Como re--
sultado de lo anterior se producen distorsiones en la estructura de los te
jidos, asi como disminucién en la afinidad hacia colorantes. Esto no suce
de con el dcido etilen-diamino tetracético (EDTA) que produce una desmine-
ralizaciéon mids lenta, por esta propiedad se le considera uno de los mejo——
res agentes descalcificantes en investigacidén biomédica, razén por la cual

ocupa parte importante en el presente trabajo.



JUSTIFICACION

Debido a la dificultad que existe para extraer las substancias minerales
presentes en la matriz citoplasmdtica celular sin alterar la naturaleza -
fisica y quimica de los tejidos con alto contenido mineral, y puesto que
las técnicas actuales plantean la manipulacién de un gran nimero de varian
tes en el tratamiento de las muestras, es necesario estudiar los principa
les procedimientos, asi como las indicaciones especiales para cada uno de
ellos con el objeto de poder utilizarlos para la obtencién de preparacio-
nes de buena calidad para diferentes propdésitos de estudio en el area de
morfologia veterinaria.



OBJETIVOS

GENERAL:

Actualizar la informacién relacionada con procedimientos de descalcificacién

para procesamiento histolégico e histopatolégico;

PARTICULARES :

II.

ITI.

Describir las variantes de aplicacién de las técnicas de descalcifica
cién para estudios de:

a) Histoquimica y citoquimica.

b) Histopatologia.

¢) Inmunocitoquimica.

d) Anatomia macro y microscépica.

Seleccionar los procedimientos de preparacién de muestras mis conve-
nientes en base a la disponibilidad de reactivos y equipo, asi como

por la facilidad y resolucién que se obtiene.

Proporcionar informacién altamente especializada en el 4drea de morfo
logia que permita la incorporacién de las técnicas mis actuales para

estudiar tejidos que contengan minerales.



METODOLOGTIA

El presente trabajo consistié en revisar la bibliografia relacionada con el
uso de agentes descalcificantes en tejidos mineralizados como dientes y hue
sos, y en algunos tejidos blandos anormalmente mineralizados. Se consulta-
ron los "Index Medicus"de 10 afios anteriores a 1984 utilizando las siguien-
tes cambinaciones de palabras; técnicas de descalcificacidén, procedimientos

histolégicos, desmineralizacidn.

De la consulta de hemerotecas especializadas se obtuvo una lista de referen
cias bibliogrédficas de las cuales se seleccionaron las mds relacionadas con

el motivo del trabajo.

Se obtuvieron los articulos originales mediante el servicio del Centro de -
Investigacion Cientifica y Hunanistica de la UNAM, asi como mediante la so-

licitud directa a los autores.

Una vez con los trabajos en el idioma original se procedié a clasificarlos
respecto al tipo de metodologia que se utilizd, se omitieron todos aquellos
procedimientos que por la instrumentacidén necesaria estdn fuera de alcance

de nuestro pais.

Después de lo anterior se continué con el siguiente procedimiento:
- Traduccién. '
- Andlisis de todos los articulos.
- Discusién particular de cada técnica y en su conjunto.
- Sintesis; el producto de esta ultima etapa representa el contenido
principal del presente trabajo.
Para presentar la informacidén se estructuraron los siguientes apartados;
- Subdivisién en 4 capitulos.
- Cada capitulo consta de:
a) Introduccidn
b) Procedimiento metodolégico.
¢) Resultados
d) Conclusiones generales.

e) Bibliografia del contenido del capitulo.

- 5 -



El material completo abarca 13 técnicas representativas de los procedimien-
tos mids usuales, mismas que fueron agrupadas en base a su similitud metodo-
légica, asimismo, en la introduccidén de cada capitulo se hace referencia ge
neral al contenido de los diferentes trabajos, al final de cada uno de es--
tos se presentan las conclusiones, y existe ademis una discusidén general pa
ra cada capitulo, asi como las referencias bibliogridficas referentes al te-

ma descrito.

El presente trabajo servird como una fuente de consulta para la realizaciodn
de investigaciones en tejidos que poseen minerales, asi como para la docu--
mentacién de estudiantes en el drea de morfologia microscépica que se en —-

cuentran en etapas de formacién.



CAPITULO 1.

CAPITULO 2.

CAPITUIO 3.

CAPITULO 4.

CONTENTIDO

Técnicas de descalcificacidén de tejidos para estudios con mi
croscopia de luz.

a) Descalcificacién con EDTA

b) Descalcificacion con dcidos fuertes.

c¢) Descalcificacién con dcidos débiles.

d) Variante de Bassolati.

e) Bibliografia.

Procedimientos histoquimicos especificos para determinacién
de actividad enzimdtica en tejidos que contengan calcio.

a) Identificacién de deshidrogenasa del 4cido léctico.

b) Procedimientos de inmnohistoquimica.

c) Bibliografia.

Utilizacién de agentes descalcificantes para microscopia elec
trénica de transmisién y barrido.

a) Estudios de denfina y hueso coclear.

b) Bibliografia

Control de descalcificacién.

a) Mediante espectofotometria de absorcién atdmica.

b) Identificacién directa de descalcificacién mediante deter
minacién del punto final de descalcificacién.

¢) Manejo y control de tejidos durante la descalcificacién.

d) Bibliografia.



CAPITULO 1

INTRODUCCION:

Existe una gran dificultad metodoldégica para obiener cortes de buena cali
dad cuando el material para estudio posee depésitos de minerales, ya que
se requiere de procedimientos especiales de inclusién, por lo anterior se
hace necesario remover los minerales presentes, esto produce una modifica
cidén del arreglo estructural normal, sin embargo, es posible identificar

la organizacidén primaria mediante el uso de coloraciones especificas que
muestran selectividad por los diferentes componentes celulares particula-

res.

Con el objeto de disminuir el efecto descrito se han aplicado recursos qui
micos que reducen la extraccién de compuestos orgénicos, principalmente -
proteoglucanos que estén presentes tanto en matriz mineralizada y no mine-

ralizada.

Otra aplicacidén de los agentes descalcificantes es para la coloracién espe
cifica de mycobacterium tuberculosis, de tal manera que sea posible la iden
tificacidén positiva de estos cuando se realizan estudios de diagnéstico en
nédulos linfdticos de pacientes sospechosos de tuberculosig, este criterio
de preservacién debe aplicarse también para la identificacién de patologias
de origen Osteo-medular, para esto es necesario mantener la integridad de
los elementos intraceluiares después de someter los tejidos a tratamientos

enérgicos para la extraccidén de minerales.

Es posible utilizar también equipo especial que facilite el trabajo de pre
paracién de la muestra, a continuacidén se presentan diferentes procedimien
tos que por su aplicacién resultan importantes para estudios histoldgicos

normales, asi como para la identificacién de patologias.



TECNICA No. 1

PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION DE MATRIZ OSTEOIDE EN HUESO DESCALCI
FICADO. S. Yoshki (1973).

En este experimento se utilizaron huesos raquiticos de rata debido a que
estos contienen una gran cantidad de matriz osteoide, para esto se alimen

taron ratas con raciones bajas en calcio y deficientes en vitamina D.

Posteriormente bajo condiciones de anestesia se obtuvieron rebanadas de -
3-5 mm. de espesor del peroné, la tibia y la mandibula con dientes con el
uso de una sierra. Este material se fijé por immersién en cloruro ciani-
rico (Clg9Cn) al 0.5% en metanol con morgolona N-Metil al 1.0% durante 24
a 48 horas a temperatura ambiente, posteriormente se separaron dos grupos,
uno incluido en parafina sin descalcificar y el otro previamente descalci
ficado con EDTA al 10%.

El material proveniente de ambos grupos se seccioné a 5 Mn. de espesor en
un microtomo y se tifid con hematoxilina de Mayers y Eosina acuosa al 1%,
se utilizé también el método de Hedenhains Azan y el método de Van Gieson

para la tincidén de fibras de tejido conectivo.

De algunos cortes del material no descalcificado se obtuvieron radiogra--
fias con pelicula Kodak 949-0, otros cortes se montaron en portaobjetos -
para ser tefiidos con el método Von Kossa y/o el método rojo de Alizarina

para identificar la matriz mineralizada.



RESULTADOS :

Con la técnica de hematoxilina-eosina se observé consistentemente en mate
rial no desmineralizado una regién trabecular periférica fuertemente eosi
nofilica que se podria diferenciar claramente de las regiones centrales.

Esta correspondié a matriz osteoide cuando se le compardé con las microra-
diografias y se confirmé con las técnicas de Von Kossa y rojo de alizari-
na. Esta propiedad eosinofilica provocada por la fijacién con cloruro -
ciamirico persistié ain después de la descalcificacién del tejido ya que
las regiones mineralizadas centrales menos eosinofilicas correspondieron

también a matriz mineralizada.

cuando los cortes descalcificados se volvieron a fijar nuevamente en clo-
ruro ciamirico y se tifieron con hematoxilina-eosina se perdié la diferen-

ciacién tintorial.

Otros tejidos no mineralizados con matrices coldgenas presentes en preden
tina, dientes y fibras de tejido conectivo alrededor de las trabéculas -
6seas aparecieron fuertemente eosinofilicos tanto en tejidos fijados des-
calcificados como sin descalcificar, sin embargo con el método de Heiden-
hain Azan y Van Gieson no se observd una coloracién diferencial entre ma-

trices wineralizadas y no mineralizadas.

QOONCLUSIONES

En huesos fijados con cloruro ciamirico la matriz osteoide se diferencié

de la matriz mineralizada por su eosinofilia intensa tanto en tejidos des
calcificados y normales con la técnica de Hy E. El uso de esta mezcla -
fijadora no impide la aplicacidén de otras técnicas para fibras de tejido

conectivo (Heidenhain Azan y Van Gieson).

Al parecer la eosinofilia de la matriz osteoide esti dada por la presen--
cia de colégena en esta, tal como ocurre en tejidos blandos.

Se recomiendan las siguientes condiciones para la aplicacién mds adecuada
de este método:
- 10 -



El material que se desea fijar debe ser del menor tamafio
posible (3 a 5 Mn de espesor) y realizar la fijacién por
24 a 48 horas en la solucién de cloruro ciandrico debido
a la escasa velocidad de penetracién de éste. El mate--
rial que haya sido previamente fijado en etanol se fija-

ra nuevamente en esta solucién Cl9Cn.

La descalcificacion se realiza con EDTA amortiguado a un
pH de 7.0 a fin de evitar la descalcificacién dcida que

impide la diferenciacién tintorial.

Deshidratar, incluir y cortar como se hace rutinariamen-

te para otros tejidos blandos.

Tefiir con hematoxilina de Mayers 5 a 20 min., lavar y -

luego tefiir con eosina acuosa al 1% (2 a 3 min.).

Diferenciar con alcohol al 70% (2 a 3 min.). Este paso
es importante ya que la eosina en exceso se extraé facil

mente de la matriz mineralizada pero no de la osteoide.



TECNICA No. 2

EFECTIO DE 1OS AGENTES DESCALCIFICANTES EN LA COLORACION DE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS. G. Anderson and A.J. Coup (1975).

Con el objeto de estudiar la forma como influyen los agentes descalcifi-
cantes sobre la afinidad tintorial de mycobacterium tuberculosis se obtu

vieron nédulos linfiticos de cobayos previamente inoculados con mycobac-

teriun tuberculosis, se fijaron en formol amortiguado y se incluyeron -

en parafina para utilizarlos como control.

Otros nédulos linfdticos que también fueron inoculados después de la fi-
jacion se trataron con las soluciones de Gooding y Stewart's y de Von Eb
ners. EDTA, descalcificador rapido y 4cido nitrico acuoso. Otros blo --
ques se amortiguaron en sulfato de sodio 0.5 M. durante toda la noche y
se lavaron en agua corriente durante 6 horas antes de la inclusién en pa
rafina. Se realizaron 3 cortes de material proveniente de cada bloque,

mismos que se tifieron con la técnica de Ziehl-Neelsen para luego ser exa

minados independientemente en el microscopio de luz.
RESULTADOS :

Solamente en los cortes provenientes de material descalcificado con des-
calcificador répido no se observaron bacilos, sin embargo, con la tincién
de contraste de azul de metilo éstos si se observaron con lo que se de -—-

muestra que no se perdié su basofilia.

El 4cido clorhidrico es un componente del fijador rdpido, en este estudio
estaba a una concentracién de 4.06 M debido a que la solucidén de Von Ebner
contiene HCl a una concentracién de 0.152 M y se observaron mycobacterium
en el material tratado con ésta, se continub el estudio con diferentes -
concentraciones de HCl en el descalcificante rapido durante 4 horas a una

concentracién de 2.5 M o mayor y no se observaron bacilos.



Un corte del grupo control se tifi6 con carbol-Fuschina caliente decolora-
da en descalcificador rédpido y luego contrastada con azul de metileno y se
encontré que los bacilos se tifieron lo que demuestra que el descalcifica-
dor répido no altera la naturaleza de los bacilos después de que éstos se

han tefiido con carbol-fuschina.

CONCLUSIONES :

El Mycobacterium tuberculosis es alterado irreversiblemente por el trata-

miento con la solucién de HCl 2.5 M o mayor y posteriormente estos no se

observan con Ziehl Neelsen.

Se recomienda que los tejidos de pacientes sospechosos de tuberculosis no
deben ser preparados para el estudio histoldgico con descalcificador répi
do.



TECNICA No. 3

VARIANTE DE DESCALCIFICACION DE BASSOLATI
A. BADINI AND ET AL., (1981)

Para demostrar la efectividad de esta técnica se prepararon 16 biopsias
osteo-medulares, el uso de aparatos en procedimientos de descalcifica--
cién tiene por objeto preservar la organizacién celular que frecuente--
mente se altera cuando se utilizan 4cidos fuertes como agentes desmine-
ralizantes, éstos impiden también una coloracién adecuada de las prepa-
raciones histolégicas de tal forma que la interpretacién de las mismas
es incierta al encubrirse la apariencia de las lesiones. En el presen-
te trabajo se trataron de reconocer los elementos presentes en la médu-

la hematopoyética de los tejidos seleccionados.

En el método de descalcificacidén propuesto por Bassolati el calcio de -
la matriz 6sea serd extraido por el efecto del 4cido picrico y ascético
que estdn presentes en una solucién de Bouin, bajo condiciones de inter
cambio iénico, el liquido se hace circular mediante una bomba peristil-
tica.

Este procedimiento da buenos resultados y es ademds menos costoso que -

el de inclusién de la biopsia dsteo-medular en metacrilato.
RESULTADOS :

Después de haber descalcificado con este aparato las biopsias de tejido
osteo-medular con tiempos variables entre 24 y 48 horas se observaron -
resultados comparables. La dificultad de mantener la solucién de Bouin
a una temperatura constante de 38° C se resolvié al sumergir el vaso de
precipitado en w. bafio de flotacién una de las caracteristicas de parti
cular importancia que se debe tener en cuenta es el espesor de la biop-

sia o material por descalcificar.



DESCRIPCION DEL EQUIPO:

El equipo se compone de dos bases de vidrio A y B, éstas estdn sobrepues
tas en el mismo eje, y entre ella comunicadas por dos entubaciones T{ ¥y
T9, sostenidas con soportes metdlicos y una base (CB), y unidas por T3

& una bomba de agua para vacio (Fig. # 1), "A" de capacidad de 400 cc, -
el cual contiene liquido de Bouin débil (segin la férmula de Bassolati,

el nivel estd indicado en la Fig. #2 introducidos los tejidos 4seos a -
descalcificarse, a través del tapdn de vidrio esmerilado (Aj): El vaso A
comunica al exterior por el tubito R por lo tanto el liquido se encuen--

tra a presién atmosférica.
El vaso B con capacidad de 600 cc contiene resina iénica Amberlite 120,
(el nivel estd indicado en la figura # 2). Un filtro poroso (F) de ma--

terial plastico impide la caida de la resina en A.

FORMA DE OPERACION:

1.~ El liquido sale de A, donde tenemos presién atmosférica, a B por el
efecto del vacio producido por la bomba de agua (PA) del tipo Karttel -
1935 conectada a la entubacién T3 (Fig. # 3).

2.- La afluencia en B se verifica inicialmente por los tubos T; y Ty, -

colocados a diferentes profundidades en A (Fig. # 3).

3.~ A la que el desflujo de A en B hace descender el nivel del liquido
al de abajo del tubo T; de éste viene aspirado el aire y por lo tanto -
se restablece la presién atmosférica en B (Fig. # 4).

4.~ Desflujo del liquido de A en B a través de Tsy.

5.- Aumento del nivel en A sobre el tubo de Tj.

6.— Nueva formacién de vacio en B.
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TECNICA No. 4

EFECTIO DE VARIOS AGENTES DESCALCIFICANTES SOBRE LOS PROTEOGLUCANOS PRE-
SENTES EN CARTILAQO.
E. IPPOLITO, SHIRLEY IA VELLE AND V. PEDRINI (1981).

Para realizar el presente trabajo se utilizaron epifisis femorales de hu
manos recién nacidos sin anormalidades del esqueleto, éstas se obtuvie--
ron mediante autopsia que se realizé 5 horas después de la muerte.

Se adquirieron septum nasales de bovinos immediatamente después del sa -
crificio de estos animales. Las epifisis distales se cortaron en' dos -
mitades en planos sagitales a nivel del corte intercondilar, cada una de
las mitades contenia metdfisis del hueso, placa de crecimiento distal, -
cartilago epifisiario, y centro secundario de osificacidén de la epifisis
distal. Cada muestra pes6 2.5 grs. y midié 7 X 18 X 23 mm. aproximada--

mente.

El septum nasal se corté en piezas de 5 X 15 X 2 mm. y pes6 de 2 g. Las
muestras' se fijaron durante 46 horas en formaldehido al 10% amortiguado
en fosfatos 0.1 M pH 7.4 y se lavaron durante toda la noche en agua co--
rriente. Las soluciones descalcificantes empleadas se describen en la -
tabla No. 1, todos los agentes quimicos fueron de grado analitico.

Las muestras se envolvieron en gasas y la descalcificacién se realizé a
temperatura ambiente bajo agitacién constante en 250 ml. de solucién, és

tas se cambiaron cada 24 horas.

Se tom6 una placa radiogrifica de la epifisis distal antes de comenzar
la descalcificacién y posteriormente cada 24 horas una vez iniciado el

proceso hasta completarlo.



Las soluciones descalcificantes que estuvieron en contacto con el tejido
6seo fueron recolectadas y congeladas a 20° C. Las muestras de cada so-
lucién se dializaron en grandes volimenes de agua destilada durante 48 -

horas a 4° C para eliminar 4cidos y sales de calcio.

El contenido de hexuronato de las soluciones dializadas se determiné de
acuerdo con el método de Bitger y Murr (1962). Las muestras de tejidos
descalcificados se lavaron durante la noche en agua corriente, se deshi-
drataron en series crecientes de etanol para luego ser aclaradas en clo-

roformo y embebidas en parafina.

Cortes de 7 fn. de espesor se tifieron con hematoxilina-eosina y 0.14 de
azul de alciano en amortiguador de acetatos de 0.01 M a pH de 5.8 en pre
sencia de MgClg 0.2 M para teiir compuestos sulfatados selectivamente.-

Para la tincién nuclear se utilizé hematoxilina de Harris.

RESULTADOS :
Tiempo de descalcificacidn: Las epifisis femorales distales tratadas -

con 4cido férmico al 5% estaban completamente descalcificadas después de
3 dias mientras que el DECAL, &4cido nitrico al 5% y 4cido sufosalicilico
al 6% se realizé la descalcificacién en 4 dias. Los especimenes trata--
dos con EDTA al 5% estaban completamente descalcificados en 10 dias --
mientras que la descalcificacién en EDTA neutro al 15% requirid de 28 -
dias.

Resultados Histolégicos: Los cortes tefiidos con hematoxilina y eosina

no mostraron ninguna diferencia entre los agentes descalcificantes, 1los

tejidos estaban bien preservados y no se observaron artificios.

Resul tados Histoquimicos: Una positividad fuerte y uniforme del azul de

alciano se observd en los cortes de la placa de crecimiento femoral dis-
tal descalcificada en dcido férmico al 5%. Se observé una ligera dismi-
nucién en la alcianofflia de la zona calcificada de la placa de crecimien
to descalcificada en EDIA neutral al 15% los cortes de la placa de creci
miento descalcificada con 4cido nitrico al 5% y dcido sulfosalicilico al
% tuvieron la misma disminucién moderada de la alcianofilia que fue par

ticularmente evidente en la zona de proliferacién.
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Solamente una muy débil alcianofilia permanecié en los cortes de las pla
cas de crecimiento descalcificadas en DECAL o en EDTA al 15%.

La positividad al azul de alciano fue muy uniforme en los cortes del sep
tum nasal de bovinos cuando se trataron con 4cido féimico al 5% o EDTA
neutral al 15%. Tanto el Acido sulfosalicilico al 6% y 4cido nitrico al
% causaron una ligera disminucidén en la afinidad al azul de alciano en
la matriz extraterritorial mientras que se observé una considerable y -
uniforme disminucién en la alcianofilia en los cortes tratados con EDTA
o DECAL al 15%.

Resul tados Bioquimicos: La descalcificacién con dcido férmico al 5% re--

sulté en la extraccién de solamente cantidades minimas de moléculas que

contenfan hexuronatos de la epifisis distal humana.

El tratamiento con EDTA al 15% extrajo cantidades mayores pero todavia -
aceptables de hexuronatos de la epifisis femoral distal con EDTA al 15%

neutral.

Cuando los tejidos fueron descalcificados en dcido nitrico al 5% o 4cido
sulfirico al 6% aumentaron los proteoglucanos perdidos. Las cantidades
mayores de hexuronato se extrajeron por DECAL y por EDIA no amortiguado
al 15%.

CONCLUSIONES :

El 4cido férmico al 5% es el mds rdpido y seguro de los agentes descalci

ficantes que se probaron.

Al analizar la relacién que existe entre la determinacién de hexuronatos
solubilizados y la pérdida de alcinofilia en los cortes de tejidos des--
calcificados se comprueba que el Adcido férmico produce una pérdida mini-

ma de proteoglucétios de las preparaciones.



TABLA No. 1

OGOMPOSICION Y pH DE LAS SOLUCIONES DESCALCIFICANTES.

SOLUCION pH
Acido férmico 5% 2.0
EDTA Neutral * 15 % 7.0
Acido nitrico % 1.4
Acido sulfosalicilico 6 % 1.0
EDTA (Buffer) * 15 % 10.8
DECAL ** 0.4

* Sal tetrasodium de 4cido ethilenediaminotetracético.
** (Omega Chemical Corporation, Cold Spring, NY. Su composicién es:
Acido hidroclérico, max. 9.5% por peso en agua; agente chela—-

ting i6n de calcio catalitico.



TABLA No. 2

SOLUCION : EPIFASIS DISTAL SEPTUM NASAL

‘ A GLUCOSAMINOGLUCANOS EXTRAIDO POR SOLUCIONES DESCALCIFICANTES.
FEVORAL HUVANA * BOVINO

Acido férmico

5% 0.036 -
EDTA neutral 15% 0.732 -
Acido nitrico 5% 1.230 3.é00
Ac.sulfocalicilico 6% 1.970 4,962
EDTA 15% 6.101 10.174
DECAL 7.160 14.461

* Los valores expresados equivalen a miligramos de hexuronato por
gramo de tejido hiumedo, obtenidos de dos especimenes comparados
debido a la presencia de hueso y cartilago calcificado en la -
epifisis distal femoral humana.



DISCUSION

Este capitulo nos indica que en huesos fijados con cloruro ciamirico la -
matriz osteoide se diferencia claramente de la matriz mineralizada por su
eosinofilia intensa, este aumento en la matriz osteoide parece ser debido

a la reaccién del componente coldgeno no mineralizado con el cloruro ciand

rico durante la fijacién.

No deben usarse agentes descalcificantes que contengan acidos fuertes, en
la preparacion de tejidos de pacientes sospechosos de tuberculosis, en los

cuales se trate de diagnosticar dicha enfermedad.

Las modificaciones realizadas por A. Badini y colaboradores al descalcifi-
cador de Bassolati son aceptables ya que se redujeron los costos con resul

tados semejantes a la técnica original.

En los proteoglucanos, las cadenas glucosaminoglucan estin covalentemente

unidas al micleo de proteinas, portadoras de un gran nimero de cargas nega
tivas que se unen fuertemente al colorante catidénico Azul de Alciano, éste
commmente se usa para la demostracién histoquimica de estas moléculas, -
por lo tanto dicho tinte es el indicado para la identificacién de los pro-

teoglucanos.
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CAPITULO 1II

INTRODUCCTION:

La necrosis del hueso es una importante entidad clinica que se presenta en
muchas situaciones patolégicas. Un osteocito muerto parece ser sinénimo -
de un hueso muerto, de lo que puede deducirse que la examinacién histolégi

ca del material de biopsia podria ser definitiva.

La actividad del lactato dishidrogenasa (LDH) ha sido cuantificada post- -
mortem para delinear un miocardio normal y diferenciarlo de un necrético -
después de un infarto al miocardio. Este capitulo describe una técnica pa
ra la demostracién de la viabilidad de osteocitos por medio de la identifi
cacidén histoquimica de la actividad del LDH en cortes frescos de huesos y

descalcificados.

Los efectos de la descalcificacién en la inmunoactividad de tejidos fija--
dos con formalina han recibido poca atencidn aunque los componentes fijati
vos contienen 4cido acético parecen ser efectivos en preservar ant igenos - .
de tejidos en forma detectable sin tratamiento de enzimas, mencionamos wun
estudio para detemminar la influencia del 4cido férmmico y el acido acético
dos agentes descalcificantes usados cominmente, sobre la inmunoreactividad

de tejidos incluidos en parafina y previamente fijados en formalina.



TECNICA No. 5

ESTUDIO DE LA VIABILIDAD DEL HUESO MEDIANTE LA DETERMINACION HISTOQUIMICA
DE LA ACTIVIDAD DE DESHIDROGENASA LACTICA EN QORIES FRESCOS DE OSTBOCITOS
DE HUESO HUMANO CALCIFICADOS Y DESCALCIFICADOS.

STANLEY AND ET AL (1982).

Se utilizaron cabezas femorales de pacientes con artritis ésea en la cade
ra, los huesos se mantuvieron en solucién salina fisiolégica a 4° C hasta
el momento de ser aserrados, el proceso duré 3 dias y no se observé una -
pérdida aparente de la actividad enzimitica. Se estudiaron cortes y mate

rial moliJo, asi como fragmentos trabeculares.

a) Cortes aserrados y molidos.

Con un microrebanador se obtuvieron cortes verticales de las cabezas femo
rales de 200 pn. de espesor utilizando para esto una navaja de diamante y
una velocidad de 150 rpm. Algunos cortes se molieron a 75 }lm en un plato
moledor de vidrio. Para otros estudios adicionales se obtuvieron elemen-

tos de la médula ésea mediante un limpiador a presién con solucidén salina.

b) Fragmentos trabeculares.

Del hueso sobrante de la cabeza femoral se cortaron fragmentos de 2-4 mm.
de espesor, se molieron a 50 }tm , los cortes molidos se descalcificaron -
mediante inmersién en EDTA frio al 10% durante la noche disuelto en amor-
tiguador frio 0.1 M pH 7.0.

QOLORACION:

Se utilizé la reaccién de reduccién de Tetrazolio-formazan para la demos-

tracién de la actividad de deshidrogenasa, los mejores resultados se obtu

vieron con azul nitro-tetrazolium. El pH se ajusté a 7.2 con hidréxido -

de sodio 0.1 mol/1. Las muestras de hueso se incubaron en un medio recién
preparado a 37° C por 4 horas, posteriormente se fijaron mediante inmer--

sién en formol al 10% amortiguado en solucién salina por 10 min. y se des

hidrataron en series crecientes de etanol para finalmente montarse en un

medio a base de etileno.



Variaciones de la técnica:

1.- Uso de cortes calcificados (se omitié la etapa de descalcificacién).

2.- Sustratos:

Sodio-1. Malato para malato deshidrogenasa Succinato de sodio - deshi
drogenasa succinica.

Isocitrato trisédico - Isocitrato deshidrogenasa.

Estos fueron substituidos por lactato de litio.

Se usaron partes de los 4 sustratos en todas sus posibles combinacio-
nes para determinar la importancia de la actividad de una sola enzima
sobre el desarrollo de color en la reaccidn.

3.- Se emplearon sales de tetrazolium a diferentes concentraciones.

4.- Periodo de incubacidén, ademds del estandar de 4 h. se usaron otros -
periodos de 1/2, 1, 2, 8 y 16 horas.

5.- Adicién de metasulfato de fenazina para facilitar el transporte de -
electrones entre NADH y sales de tetrazolium.

6.- Prefijacién con acetona. Mediante immersién durante 20 min. a 3° C an
tes de la tincién, de esta forma se evita que se produzca una falsa -
coloracidén al reconocer las grasas que reaccionan con formazan.

7.- Se us6 polivinilpirrolidona (79) ya que debido a su alto peso molecu-
lar (11000) reduce la difusién de enzimas y productos de reaccién.

8.~ Dimetilsulfoxido -~ actiia aumentando la permeabilidad celular a nivel

de membrana plasmitica y de organelos.

9.- Sustitucidén del amortiguador frio en lugar del amortiguador de fosfa-
tos.
Validacidn:

Los cortes se incubaron:

1.- Después del calentamiento (80°C por una hora).
2.- En medio sin sustrato.

3.- En medio sin NAD.

RESULTADOS :
Cortes serrados: El citoplasma de casi todos los osteocitos se tifi6 de

un color azul brillante.



Los canaliculos en los osteocitos se tifieron ligeramente, la médula 6sea -
se tifié6 intensamente las lagunas Oseas solamente se pudieron observar en -
contraste de fases. La remocidén de la médula 4sea facilité el estudio de
los cortes, cuando se tifieron restos celulares de color azul se oscurecid

la superficie trabecular.

Fragmentos trabeculares.

Se logré una apariencia semejante a la de cortes serrados. Los osteocitos
se mantuvieron intactos. En el material calcificado se tifieron solamente

los osteocitos localizados dentro de los 15 pm. de la superficie del corte.

Cuando se agregd metosulfonato de finazina al corte calcificado se tifieron
los canaliculos de los osteocitos, la adicidn de esta substancia a mate --

rial descalcificado produjo artificios de coloracién en osteocitos.

Los mejores resultados en términos de intensidad de la coloracién se consi
guieron con el uso de cloruro de ditetrazolio como colorante reactivo y -
lactato como sustrato que dio la coloracién mis intensa. Cuando se modifi
c6 la concentraciéon de substrato o sales de tetrazolio o se usaron sustra-

tos combinados no se mejord la intensidad de la coloracién.

El cloruro de ditetrazolio confirié un color bastante fuerte, sin embargo

este fue negro por lo que no resulté adecuado, cuando se utilizé cloruro -
de tetrazolio fue necesario incluir sales de cobalto para quitar el forma-
zan y evitar su difusién desde el sitio de la reaccién y ademis se produjo

tincién artificial de lipidos con este reactivo.

El citoplasma de los osteocitos se tifi6 en cortes descalcificados después

de 30 min. de incubacién y la intensidad mixima se logré a las 4 horas el
tiempo tuvo que prolongarse hasta 10 horas con material calcificado, no hu
bo alteraciones significativas con la introduccién del resto de las varia-
bles.



CQONCLUSIONES

1.- La mayoria de los osteocitos que se estudiaron fueron viables.

2.- Debe usarse tejido fresco para poder evidenciar la reaccién ya que el
formaldehido suprime las enzimas respiratorias.

3.- No es indispensable que se realice la descalcificacién, sélo se requie
re mis tiempo con el material calcificado.

4.- La técnica es sencilla y Gtil para el diagnéstico de patologias donde

estd afectado el metabolismo 6seo mediante biopsia.

TECNICA No. 6

INFLUENCIA DE LA DESCALCIFICACION SOBRE LA TINCION INVIUNOHISTOQUIMICA DE
TEJIDO FIJADO EN FORVALINA E INCLUIDO EN PARAFINA.
J.B. MATTHEWS (1982).

Con frecuencia sucede que se tienen tejidos fijados vy procesados sin haber
previamente establecido la necesidad de realizar pruebas de tipo inmunohis
toquimico, actualmente se sabe que la formalina y los procedimientos habi-

tuales de preparacidén del tejido pueden encubrir la inmunoreactividad de -

‘'una amplia variedad de antigenos por haber sucedido digestidén del material

por proteasas antes de la immnotincidn.

Algunos especimenes que poseen componentes duros deben descalcificarse con
soluciones diluidas de 4cidos orginicos o minerales, los efectos de la des
calcificacién sobre la immmoreactividad de tejidos fijados con formalina
han sido poco estudiados, al parecer el 4cido acético parece ser Gtil para

preservar antigenos tisulares sin tratamiento enzimético.

En el presente trabajo se estudié la influencia del 4cido férmico y acéti-
co, (dos substancias cominmente empleadas como agentes descalcificantes) -
sobre la inmunoreactividad de tejidos incluidos en parafina y fijados en -

formalina.



MATERIAL Y METODOS:

Se obtuvieron cortes de 2 a 3 mm. de espesor de amigdala palatina, se fija
ron en formalina neutra amortiguada por 18 horas a temperatura ambiente, -
luego los tejidos se sometieron indistintamente a:
- Deshidratacidén con etanol (8 horas) y xileno (8 horas) para luego ser -
incluidos en Ralwax (3 horas). ’
- Descalcificacién con dcido férmico acuoso al 10% (6-120 horas).
- Descalcificacion con dcido acético acuoso al 10% (6-120 horas).
- O bien en soluciones descalcificantes de adquisicién comercial.
DECAL (18 y 42 horas).
Cal-Ex (18 y 42 horas) a temperatura ambiente con agitacion suave. Des --
pués del lavado en agua corriente por 6 horas los especimenes tratados se

incluyeron en parafina Ralwax. -

Se obtuvieron cortes de 3 jm. de espesor, éstos fueron secados y desparafi
nizados con xileno (3 x 3 jm.) y rehidratados en series decrecientes de -
etanol antes de la immmotincién, se mantuvieron en amortiguador Trishill

0.05 M con solucién s.lina a un pH de 7.6, este se utilizé para la tripsi-

nizacién y dilucién de reactivos.

Se practicd el método de complejo anticuerpos no marcados peroxidasa-anti-
peroxidasa con tejidos intactos y tiempos para cada muestrd de antisuero,
fueron las siguientes.

IgG, IgA y IgM antihumana de conejo (111000).

Lisozima antihumana (1/400) 1h.

Ig. anticonejo de cerdo (1/50) 30 mm.

Conplejo peroxidasa-antiperoxidasa (1/50) 30 min.

Ocasionalmente se utilizé Diaminobencida para aumentar la intensidad de la

coloracién en el 11ltimo.



Los controles se formaron por la omisién de los estratos primarios y secun
darios, reemplazo de antisuero primario por suero normal de conejo y en al
gunos casos inhibicién especifica de IgG, IgA, IgM mediante preincubacién

del antisuero proteico antihumano con antigeno purificado. Para la identi
ficacién subjetiva de células positivas en foliculos y 4reas extrafolicula
res ademis de la preservacién de estructuras histolégicas se encubrié la -

identidad del material.

RESULTADOS :

El tejido tratado con 4cido férmico revelé un aumento variable en el nime-
ro de células positivas cuando se tifi6 sin previa tripsinizacién. Solamen
te después de la tripsinizacién se obtuvieron resultados adecuados en teji

dos que no se trataron con acidos.

El material tratado con dcido férmico requirié periodos mids cortos de trip
sinizacién (digestién) para lograr la inmunoreactividad mixima con preser-

vacién de la citoarquitectura.

Todos los tejidos después de una digestién adecuada presentaron resultados
semejantes en cuanto a:

Nimero de células positivas

Intensidad de la coloracidn.

Deteccidén de antigenos extracelulares.

Tincién de fondo de coligena y reticulina.

Y en caso de IgM la tincidn aparente de la superficie celular de los linfo
citos formadores del "capping" de cada foliculo linfoide.

Cuando se utilizdé diaminobencidina se consiguié aumentar la intensidad de

la coloracidén sin que aumentara la cantidad de células positivas.

El 4cido acético produjo esencialmente cambios semejantes en la immumnoreac
tividad del tejido, con una menor susceptibilidad a la digestién con trip-

sina.



Los cortes que no se trataron con tripsina y que se descalcificaron con las
soluciones comerciales se tifieron pobremente. Sin embargo la immumnoreacti-
vidad pudria desarrollarse de manera similar a la que se consiguié con el -
dcido férmico, la desventaja de estos agentes fue la ausencia de tincién -

azul nuclear con hematoxilina de Mayer.

OONCLUSIONES :

La descalcificacién de tejidos con soluciones acuosas al 10% de 4cido acéti
co y férmico durante periodos de 5 dias después de la fijacién en formalina

amortiguada no altera la inmunoreactividad.

DISCUSION:

En los diferentes estudios presentados se mostr$ la realizacidén de pruebas

histoquimicas para el establecimiento de diagndéstico tal como la viabilidad
de osteocitos en rebanadas de hueso fresco, asi como trabajos encaminados a
conocer los métodos de fijacidén y descalcificacién mis adecuados para poder
realizar inmumohistoquimica, entre las substancias que demostraron su utili
dad se identificé al 4cido acético y férmico, estos pueden actuar en combi-
nacién con la formolina como agentes que preservan la actividad enzimitica

tisular.
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CAPITULO III

INTRODUCCION:

Con el objeto de aumentar la capacidad de resolucién de los estudios estruc-
turales que se realizan en material 6seo y cartilaginoso se recurre al uso -
de equipo sofisticado tal como el microscopio electrénico de trasmisién y ba
rrido, asi como espectrofotometro de difraccién de rayos X, el microscopio
electrénico de barrido permite precisar la ubicacién y arreglo tridimensio--
nal de los depésitos de Fosfato de Calcio de tal manera que se puede obtener
mejor informacién sobre la ocurrencia de fendmenos fisiolégicos, ésto se -
aplica principalmente para estructuras que sufren modificaciones importantes
en relacién con la edad de los dientes, entre los materiales presentes en -
éstos, de mayor interfes se encuentra la dentina, glucoproteinas, proteoglu-
coanos, para su estudio se requiere de procedimientos especiales de fijacién
y tratamiento de las muestras que proporcionan en los tejidos caracteristi--
cas adecuadas para este tipo de estudios y su inclusién en resinas, condicién
necesaria para lograr cortes de 50-60 pm. de espesor en los cuales es posi--
ble establecer las relaciones que guardan los componentes tisulares entre si,
por lo anterior descrito se deben considerar condiciones especiales para el

uso de agentes descalcificantes, lo cual es motivo de este capitulo.



TECNICA No. 7

FENOMENO DE PRECIPITACION QUE SE CRIGINA DURANTE LA PREPARACION DE OORTES -
DESMINERALIZADOS. EXAVEN CON MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE DEPOSI--
TOS SECUNDARIOS DE FOSFATO DE CALCIO. |

R.S. DHARIVAL AND ET AL (1976).

Se ha establecido que durante la desmineralizacién de dientes con 4cido for-

mico al 10% se produce la precipitacién de fosfato de calcio secundario.

El examen de estos depbésitos en la dentina reveld que la precipitacién se -
presenta en el limen de los tubulos dentinales, lo anterior no se podia de--
mostrar a pesar del uso de técnicas de difraccién de rayos X y microradiogra
fias razén por la cual se recurrié al uso de microscopia electrénica de ba--

rrido lo cual fue el motivo del presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS:

Se examinaron en un microscopio electrénico de barrido cortes de 200 J.  de
espesor obtenidos a partir de dientes que fueron incompletamente desininerali
zados en 4cido férmico al 10%, éstos revelaron una endo-opacidad dentinal se
mejante a una pluma, se encontraron fracturados en una direccidn estrictamen
te paralela a la que siguen los tubos dentinales. Uno de los fragmentos se
monté en una rejilla de orificios amplios, mediante evaporacién se cubrié -
con paladio y oro y se examinbé en un microscopio electrénico de transmisién

antes y después del grabado por 2 h. con un haz de 40 Ma. con iones de argon

con un promedio de energia de 4 kev.

Se obtuvieron patrones comparativos de difraccién de rayos X dreas seleccio-
nadas cercanas al eje de la fractura empleando para ésto un segundo fragmen-

to complementario.



ST e R AR it .

RESULTADOS :
Se resumen en la tabla No. 3 en esta se correlacionan los hallazgos obte -

nidos con los tres tipos de diferentes técnicas y en la Fig. No. 5 se pre-

senta un diagrama de las diferentes regiones observadas en la microradio--

grafia.



TABLA No. 3: SUVARIO DE LA MICRORADIOGRAFIA, EXAMINADO EN EL MICROSCOPIO
ELECTRONICO EXPLORADOR Y RAYOS X. RESULTADOS DE DIFRACCION A IO LARCO DE
LA FRACTURA, OORTADO DE SECCIONES DE DIENTES.

REGION DEL MICRORADIO EXAMEN EN EL MICROS DIFRACCION DE RAYOS
DIENTE GRAFIA. QOPIO ELECTRONIQD. X.
Pared pulpal Radiopaco Esferolitis en tubu Hidroxiapatita
los pulpares vacios. Brushita.
Circumnpulpal Radiopaco Tubulos vacios Hidroxiapatita
Pluma Radiopaco Tubulos 1lenos con Brushita, Monenita
material resistente y algo de Hidroxia
al grabado con agua patita.
fuerte.
Externa Relativamen Tubulos vacios. Hidroxiapatita.

te radio 1lu

cido.

Se examinaron las siguientes dreas en las micrografias: superficie pulpal,

regién circumpulpar, regién con aspecto de pluma, regién externa y super-

ficie de la raiz.



FIGORA No. 5:

DIAGRAVA DE LAS DIFERENTES REGIONES EXAMINADAS EN EL MICROSCOPIO ELECTRO-
NIQO.

SUPERFICIE

PULPAL RAIZ SUPERFICIALv

T T T
REGION REGION REGION
CIRC[]!I PLUVA. EXTERNA.

PULPAL.

Sobre la superficie pulpal de la dentina en los cortes del fragmento se
encontraron depdsitos de cristales esferoliticos y parcialmente esfero-
liticos, la dimensién mds pequefia de estos cristales fue generalmente -
mucho mayor que el didmetro de los tubulos dentinales. Los tubulos en
la regién de la dentina circumpulpar estaban notablemente vacios, debi-
do a que en esta regién de la dentina la microradiografia estaba radio-
opaca y el patrén dominante de difraccién de Rayos X corresponden al de
hidroxiapatita se concluy$ que esta capa estd compuesta por tejido no -

mineralizado.



Dentro de la dentina, en la regién de radiopacidad semejante a una pluma -
los ttbulos estaban frecuentemente llenos con un depésito aparentemente -
sin estructura resistente al grabado ionico que tendié a fracturarse en di
ferentes planos a partir de la matriz circundante. En esta regién en dos

de los dientes el patrén de difraccién de Rayos X indicé la presencia de ~
cristales de brunita arregladas en una orientacién casi paralela pero tam-

bién con una orientacién dispersa, también estaba presente hidroxiapatita.

En el otro diente los cristales estaban compuestos de mononita arreglada -
casi enteramente al azar. En el &4rea de fractura a través de la regién de
la pluma se hicieron evidentes tibulos fracturados tanto transversal como
longitudinalmente en el mismo canmpo. En la regidén mis externa por debajo
de los depdsitos en forma de pluma los tubulos estaban vacios, microradio-
graficamente la dentina estaba relativamente radiolucida pero todavia con-

tenfa algunos residuos minerales que estaban distribuidos irregularmente.

Principalmente en la dentina coronal se hicieron evidentes variaciones li-
neales en la racio opacidad, paralelas a las lineas de crecimiento incre--
mental, mientras que la raiz estaba presente con frecuencia una capa de ra
dio-opacidad aumentada en la dentina externa junto a la unién cementodenti

nal, ésta se identificé como hidroxiapatita.

CQONCLUSIONES :

Se comprobé la presencia de depdsitos minerales dentro de los tiibulos den-
tinales y estos eran compuestos de cristales de Fosfato de Calcio secunda-
rio. Debido a que no se encontré continuidad estructural entre los depdsi
tos esferoliticos pulpares y los tibulos dentales es posible afirmar que -
los contenidos tubulares tienen una tendencia a favorecer la formacién de

depbésitos intraluminares.

El material mineral presente en la dentina es un componente resistente al

4cido.



TECNICA No. 8 :

DESCALCIFICACION ELECTROLITICA DE OOCLEAS DE CABALLIO PARA ESTUDIOS MORFOLO
GICOS DE ULTRAESTRUCTURA.
SILVA AND ET AL (1977).

Se utilizaron 20 cocleas de caballos adultos de ambos sexds después de 1la
decapitacién, la extirpacién se realizé mediante incisién de la piel con -

exposicién de la bulla timpanica y después de la ruptura de ésta.

El procedimiento de decapitacién con guillotina facilité el estudio ya que
las piezas se encontraban desangradas, en promedio tres minutos después de
haber sacrificado al animal el material estaba listo para su procesamiento

histoldgico.

Para el estudio inicial con microscopia de luz mediante inclusién del mate
.rial en parafina las cocleas se lavaron con solucién salina fisiolégica al
5%, se fijaron con Bouin durante 12 horas y en seguida se sometieron al -
proceso de descalcificacién, después de ésto las cocleas se sumergieron en
alcohol al 20% por un dia y luego se deshidrataron en series crecientes de
etanol hasta la inclusién en parafina. Se obtuvieron cortes de 7 Jm. que

luego se tifieron con feulgen, hematoxilina-eosina, fulgen y galocianina.

Para realizar estudios con microscopia electrénica se fijé el material con
glutaraldehido al 2% mnortiguado.en fosfatos 0.02 M pH 7.2 Debido a que -
las cocleas no pueden procesarse enteras por su tamafio, se seleccioné la -
regién del modiolo o ganglio espiral de Corfi. Este se obtuvo después de
~retirar el envoltorio externo de la coclea y de separar la primera, segun-

da y tercera de las capas y dejar el modiolo con tres espirales.

Después de la fijacién por 2 horas e glutaraldehido a temperatura ambien-
te el proceso continué con la posfijacién en tétraxido de osmio al 1% amor
tiguado en fosfatos con la adicion de 126 mg/ml. de sacarosa, una vez ter-
minada esta posfijacién el material se lavé en solucién glucosada para lue

go practicar la descalcificacion.



Las fuerzas osméticas de las soluciones que se utilizaron fue la siguiente:
Solucidén salina glucosada 333 Mosm/1
Glutaraldehido 358 Mosm/1
Uranil 312 Mosm/1
Solucién de 4cido tricloracitico 175 Mosm/1

Después de la descalcificacidén el procedimiento de preparacién del material
para microscopia electrénica consistié en lavar las cocleas en solucién sa-
lina al 9% con la adicién de sacarosa, éstas se contrastaron con solucién -
acuosa de acetato de uranilo al 0.5% con 126 mg. de sacarosa/ml. de solu --
cién. La deshidratacién se realizé mediante el paso a través de series cre
cientes de etanol y %ido de propileno para luego incluir el material en -
Araldita. EIl material fue estudiado tanto a nivel de microscopia de luz co
mo microscopia electrénica y en el primer caso el modiolo se orienté parale
lo al plano de corte con la coclea completa, para ultraestructura se inclu-
y6 por separado el modiolo.

La descalcificaciéon se realizé durante 2, 3, 24, 48 y 72 horas utilizando -
para ésto un descalcificador electrolitico, se modificé la técnica inicial

(Goncalvez y Cols) al utilizar un agitador magnético que permite el movi --
mienfo constante de las soluciones sin tener que reemplazarlas, con esto se
evita también la saturacién del medio por el material removido de las pie--

zas.

Se usé un voltaje de 25 V. y 50 mA con solucién de dcido tricoroacético 0.1

M y un volumen proporcional al peso de la pieza con relacién 3:1.

RESULTADOS :

Con los diferentes tiempos empleados se obtuvieron grandes variaciones en

el proceso de descalcificacién, ésto se hizo notable al verificar la resis-
tencia del material 6seo. Desde las dos horas ya era posible procesar las
piezas para estudio a nivel de microscopia de luz, para microscopia electré
nica se obtuvieron los mayores resultados después de 4 horas de deécalcifi—

cacién.



No se produjeron variaciones en la composiciéon de la solucidn descalcifica

dora, tampoco se observaron agitaciones bruscas.

Los estudios se realizaron a temperatura ambiente entre 21 y 27° C.

En las micrografias electrénicas se observaron algunas mitocondrias edema-
tizadas probablemente debido al contacto previo con medio hipoténico duran

te el proceso.

CONCLUSIONES :
Con la metodologia utilizada fue posible el estudio de cocleas bajo condi-

ciones 6ptimas de preservacidén estructural ya que se consiguié reducir el

tiempo de descalcificacidn y por lo tanto la produccidén de artificios.

El uso del descalcificador electrolitico no requirié de aparatos complica-

dos.

Para esto el efecto osmético observado se debe ajustar la solucidén descal-

cificadora a 330 Mosm/1 para esto se agregan 2.75 de glucosa/l.

El método aqui utilizado puede aplicarse a otras estructuras del sistema -
nervioso que poseen areas de calcificacién, principalmente para valorar -

efectos de farmacos desde un punto de vista estructural.
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FIG. No. 6 Esquema del montado del descalcificador con resistencia colo
cada en serie para voltaje de 25 V cuando la corrientée era -

de 50 mA usando dos electrodos de garvao en solucidn.

RECIPIENTE
DESCALCIFICADOR RECIPIENTE DE
VOLUMEN
IVAN
ROTADCR
MAGNETICO —
100 v.

FIG. No. 7 Montaje del recipiente de volumen, acoplado con el recipiente
descalcificador por medio de 2 tubos de Gorracha, teniendo el recipiente

de volumen un agitador magnético en su interior que permite debido a la -~
circulacién de agua que fueron hechos, cambiar el volumen al recipiente -
descalcificador cada 5 minutos de acuerdo con el sentido indicado por las
flechas, no siendo necesario mudar de recipiente la solucién descalcifica

dora no interrupiendo el proceso.



TECNICA No. 9

DOS METODOS DE DESMINERALIZACION Y SUS EFECIOS EN LA PRESERVACION DE GLUCO-
PROTEINAS Y PROTEOGLUCANOS EN LA DENTINA INTERCANALICULAR Y PERICANALICULAR
EN EL CABALIO.

M. GOLDBERG. AND ET AL (1980).

Con el uso de soluciones 4cidas como el EDTA se consigue desmineralizar te-
jidos calcificados con un grado aceptable de preservacidén estructural en el
material cortado y examinado, aparecen también componentes matriciales como
la colégena, sin embargo desaparecen las glucoproteinas casi en su totali--
dad, al igual que los proteoglucanos lo que imposibilita el estudio histo -
quimico de estas substancias. La asociacién simultdnea del fijado , la so-
lucidén desmineralizante y los colorantes catidnicos aumenta la retencién de

los compuestos sefialados aunque no completamente.

Por lo anterior se han propuesto recientemente dos métodos de desmineraliza
cién que permiten una mayor preservacién del material orgédnico labil. Es--
tos se basan en el uso de material de inclusién (resinas Epon 812) antes de
la desmineralizacién del material con 4cido férmico, EDTA y sal de alquila-

monio,

Se emplearon dientes en los cuales regularmente se observan dos tipos de -
dentinas: Intercanalicular y Pericanalicular, esta dltima desaparece regu--
larmente después del proceso de desmineralizacién, bajo condiciones de pre-
paracién rutinaria se observé en esta regién una rama orgénica de aparien--
cia labil, por esta razén este tipo de tejido permitié evaluar la efectivi-

dad de los métodos de descalcificacién, motivo del presente trabajo.



MATERIAL Y METODO:

De cadiveres frescos se obtuvieron 20 molares e incisivos que fueron corta-
dos con discos de diamante a nivel de la corona y fracturados con pinzas, -
los fragmentos se deshidrataron en series crecientes de etanol y se evapora
ron con una capa de oro-paladio de 3008 de espesor, se hicieron las observa

ciones en un microscopio electrdénico Jeol a 20 Kv.

Se observaron otras muestras de 2 a 3JIrn. de espesor que se fijaron en una
solucién de glutaraldehido formaldehido amortiguada en cacodilato de sodio
0.1 MpH 7.2 y postfijadas en 0204 al 2% durante 30 min. a temperatura am--
biente.

Se establecieron tres procedimientos:

-- Inclusién en resina Epon y cortes sin desmineralizacidn.

-- Inclusién de Epon cédpsulas para luego eliminar el exceso de la resina -
que cubre el tejido y desmineralizar durante 24 hrs. en una mezcla de -
dcido férmico al 2% en solucién de Paraformaldehido al 4$%.

-- Desmineralizacién de cilindros de dentina en una solucién de EDTA y solu

cién etanolitica de sal de alquilamonio e inclusidén en Epon.

De cada uno de los grupos se obtuvieron cortes ultra-finos para el andlisis

bajo las siguientes condiciones:

1.- Contraste con acetato de uranilio en solucién alcohélica saturada por -
10 min.

2.- Coloracién con azul de alciano al 1% en acido acético al 3%.

3.- Despuds de flotar en solucién de agua oxigenada a 10 volumenes durante
20 min. para eliminar el osmio, los cortes se trataron con una mezcla -
de 4dcido fosfotungstico al 1% en dcido crdmico al 10%. Estas prepara—-
ciones también se examinaron en un microscopio electrénico de transmi--

sién de la misma marca.



RESULTADOS :

En el microscopio electrdénico de barrido se hicieron evidentes los anillos
de dentina pericanalicular con un aspecto denso y homogéneo que contrasta
con la dentina intercanalicular con apariencia mds fibrosa e irregular. -
En la dentina pericanalicular se observaron numerosos canales secundarios

transversos.

Aspecto de la dentina con el microscopio electrénico de transmisién.- En
las preparaciones no desmineralizadas la dentina perinalicular aparecié -
densa y se observaron sub-unidades globulares de 30 gm. La dentina inter-
canalicular mostré finos cristales en forma de haces y dispuestos a lo lar
go de las estructuras fibrosas subyacentes, el espesor de estos cristales

varié de 3 a 4 fm. con una longitud superior a 60 pm. (Figura No. 8).

Con la mezcla PTA CR se contrasté una red de fibras de coldgena en la den-
tina intercanalicular asi como algunos restos de material orgénico en el -
lunen de los canaliculos. La red parece estar formada por material amorfo
repartido de forma homogénea al parecer sin relacién con las fibras de co-

lagena.

Con la tincién de azul de Alciano aparece una red fibrosa con algunos gra-
nulos, en la dentina intercanalicular el colorante catiénico contrasté es-

tructuras granulares de 10 a 20 mm. de didmetro.

Después de la desmineralizacién de bloques previamente incluidos las prepa
raciones contrastadas con acetato de uranilo mostraron algunos cristales -
residuales en la dentina intercanalicular en esta aparecié una red densa
bastante homogénea a menera de una malla rodeando los espacios de 22 a 33

mn. de didmetro. (Fig. No. 9).



Con el azul de alciano se contrastaron claramente granulos de 12 a 20 mm.

presentes en la dentina intercanalicular y asociados a las fibras de colé-
geno, se observé una red orgénica bien disimulada en la dentina pericanali '
cular, esta estaba formada por estructuras fibrosas finas asociadas a gra-

nulos y formando una malla.

La mezcla PTA-CR contrasté en la dentina pericanalicular un material orga-
nico con distribucidén similar a la anteriormente descrita. En la dentina

intercanalicular resaltaron claramente las fibras de colégena. (Fig.No.10).

Después de la desmineralizacién con una solucién alcohbélica de EDTA las zo
nas totalmente desmineralizadas colindaban con otras que todavia contenian
material inorgdnico, por lo menos en los tiempos en que se realizé el estu
dio a las 24, 48 y 72 hrs. No se observé una transmisién entre los dos es

tados, contrariamente a lo que se observé con el método anterior.

En cortes donde se produjo una desmineralizacién completa se observé el ma
terial labil sin alteraciones aunque la preservacién fue de menor calidad

a la que se alcanzé con el método anterior.

En la dentina intercanalicular aparecieron granulos residuales la substan-
cia interfibrosa se observé muy bien contrastada a nivel pericanalicular -
se aprecié una red fina contrastada parcialmente con azul de alciano como

con 4cido fosfotingstico.

CONCLUSIONES :

1.- Los métodos empleados en este estudio para mejorar la preservacién de

proteoglucanos y glucoproteinas demostraron ser de utilidad, ambos se
basaron en la inclusién del material en resinas Epon 8 hrs. antes de
la desmineralizacién.

2.- Al preservar el material orginico fue posible identificar claramente
el arreglo y la organizacién del material organico y estructuras mine

ralizadas.



3.~ El uso de solucién de 4cido férmico al 2% permitié una adecuada preser
vacién de elementos ldbiles que regularmente se deforman o desaparecen

por efecto de otros tratamientos.



FIG. # 8:

FIG. # 9:

Aspecto de los cristales de la dentina interca
nalicular, agrupados erﬁybées a lo largo de --
las fibras colagenas o dispuestos en pares en
los espacios situados entre fibras. Prepara --
cidn no desmineralizada y no contrastada X --
120 000.

Al mayor aumento se nota la persistencia de al
gunas estructuras de tipo mineral en la denti-
na intercanalicular (IC). En la dentina perico

nalicular (PC) se observa un fino material en-



. tre los espacios vacios de aproximadamente 30 mm. Acetato de uranio.
X 45000.

FIG. No. 10 Corte de material no desmineralizado, tratado con la mezcla
fosfotingstica crdmica (PTA).

La dentina intercanalicular (IC) presenta fibras de colédgeno bien contras
tadas. La luz (Lu) contiene un material amorfo. En la dentina pericana-
licular (PC) se observa un material cuyo aspecto de bandas resulta de la
vibracién en el momento del corte. Sin embargo, se nota la densidad de -

este material mds o menos fibroso y granular. X 9000.
DISCUSION:

En este capitulo (#III) en la primer técnica mencionada se observaron las
diferencias en, tamafio de cristal y composicién quimica, se consider$ pa-
ra tales un promedio diferencial. Ademis, ciertas estructuras parecen -
ser mis resistentes que otras; en particular esto se nota en la dentina

cerrada a la unién cemento dentina y relacionado a las lineas de incremen

to de la corona del diente.

Mientras tanto, en la segunda técnica observamos como Johnson discute 1la
necesidad de estudios a nivel de microscopia electrénica para certificar
al respecto la delicada morfologia y clasificacién de las arterias "Radia
ta y Sealavestibuli" pues teniendo células musculares lisas, regularizan
el flujo sangiineo, no sélo de "Strias vasculares" como también del liga-

mento espiral.

La técnica de extraccién del modiolo interno no presentd alteracién en -
cuanto a la parte orgéinica se refiere la técnica de Johnson que deja una
base de cartilago sobre la vuelta basal como soporte del oido interno, du

rante la diseccién.

Después de la discusién se concluye en que es necesaria esta base de carti
lago para retirar la coclea de caballo.



En la ditima técnica vemos que los dos métodos ue desmineralizacién propues
tos, tienden a una mayor preservacidén del material 14bil, por lo tanto las
técnicas propuestas mejoran la retencidén de la fraccién orgdnica desminera-
lizdndola después de haber sumergido los bloques en alguna resina (Araldita
o Epon), con la aYuda de una solucién de dcido férmico asociado o no a para
formaldehido 2 y se .observa que se puede limitar la propiedad de compuestos
hidrosolubles utilizando una solucién orgénica de EDTA sal de Alquimonio.
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CAPITULO IV

INTRODUCCION:

En la preparacién de material calificado se provocan alteraciones de los -
componentes presentes por lo que para obtener trabajos de mayor calidad y
disminuir el porcentaje de error producto de los artificios metodolégicos -
deben de realizarse técnicas que faciliten el manejo y preservacidén estruc-
tural, esto es particularmente dificil cuando se procesan varias muestras -

similtdneamente.

Por otra parte, en el establecimiento de diagnésticos en determinadas pato-
logias que provocan solamente escasas alteraciones morfoldgicas debe defi--
nirse con precisién el punto 6ptimo de descalcificacién en que se encuentra
Ta muestra para asi evitar el contacto innecesario entre la muestra y el 1
quido descalcificante, esto puede conseguirse con el auxilio de exémenes es
pectrofotométricos y quimicos a los cuales nos referinos én el presente ca-

pitulo.



TECNICA No. 10

PORCENTAJE DE EXTRACCION DE CALCIO DURANTE LA DESCALCIFICACION DE REBANADAS
DE HUESO OON EDTA, DETERMINACION OON ESPECTROFOTOVETRIA DE ABSORCION ATOMI-
CA.

I.KIVIRANTA AND ET AL (1980.

Se sabe que dcidos minerales y orgdnicos fuertes y débiles al igual que --
amortiguadores 4cidos con descalcificantes rdpidos entre mds fuerte es el -
4cido es mds vigorosa la desmineralizacidn, los agentes quelantes como el

EDTA provocan una remocién lenta del calcio.

Los desmineralizadores dcidos distorsionan las fibras de coldgena y dificul
tan la tincién, esto no sucede con el EDTA que parece ser de los mejores -
agentes descalcificantes razén por la cual se emplea en trabajos de investi

gacién tanto a nivel de luz como en ultraestructura.

Por lo anterior el presente trabajo tuvo por objeto registrar la velocidad
de extraccidén del calcio en rebanadas de hueso de 300}51‘11 a?2 }im de espesor
con la ayuda de un espectrofotdmetro de absorcién atémica, se probaron dife

rentes variables como:

A).- Concentracién del agente descalcificante.

B).- Teamperatura.

C).- Espesor de las rebanadas.
D)a— pH.
E).- Agitacién y volumen de la solucién descalcificante.

MATERIAL Y METODOS:

Se emplearon huesos femorales, tibia 'y humero de.conejo Nueva Zelanda de 2

a 3 meses de edad.



Se anestesiaron los conejos y se les sacrificé por introduccidén de 30-50 ml.
de aire en el sistema venoso, se diseccionaron los huesos y se cortaron re-
banadas de un microtomo. Los cortes se fijaron en formaldehido al 4% amor-
tiguado en fosfatos 0.1 M durante 48 hrs. o en glutaraldehido al 2% en caco
dilato de sodio 0.1 M pH 7.4 durante 20 a 74 horas los huesos fijados en -

formaldehido permanecieron de 7 a 14 dias antes del corte.

Agentes descalcificantes:

El EDTA se usé como sal disédica disuelta en amortiguadores acidos a pH 3.15
estos fueron formato y dcido férmico, se usé también una mezcla de lactato

y acido léctico a pH 3.70

EXPERIMENTO:

Las condiciones experimentales se muestran en la tabla No. 4 los cortes se
colocaron en el medio descalcificador en una rejilla de pldstico, los me —-
dios descalcificadores con EDTA o los amortiguadores dcidos se cambiaron a
las 12 horas, 24 horas, 3, 5 y 7 dias el compuesto nuevo "DECAL" se cambia

a los 15, 30 y 60 min. 2, 4 hrs.

Al finalizar el tratamiento los cortes se lavaron en acetona en do- cambios
de 10 min. se secaron a 110° C de temperatura y se disolvieron en 0.5 ml. -
- de HpSO4 al 50% luego se agregd gota a gota agua oxigenada al 30% hasta ob-
tener una solucién clara. El calcio presente en el liquido descalcificador,
restos de hueso y los lavados con acetona se determinaron en el espectrofo-

tometro de absorcién atdmica, no se encontré calcio en la acetona.
RESULTADOS :

La concentracidn de EDTA en el medio desmineralizado se relaciona directa--
mente con la velocidad de extraccidén del Ca. de los tejidos, la extraccidn
es rdpida al principio, a las 12 hrs. se determiné un 58, 75 y 85% de Ca de
las soluciones al 4.8 y 15% de EDTA la descalcificacién se completé en 5 -
dias con un 4% en 3 dias con un 8% y en 2 dias con EDTA al 15%.

- 54 -



La elevacién de la temperatura aumenté la velocidad de extraccién y ésta -
fue de 37° Cy 60° C con lo que se removié un 95 y 100% respectivamente en
24 hrs. en comparacién con la cantidad que se obtuvo a 20° Cy 4° C en am—-

bos casos el Ca estaba completamente extraido al tercer dia.

Para la descalcificacién ae cortes gruesos se requirié un tiempo mayor por
el contrario los cortes mis delgados quedaron desprovistos de Ca en 24 hrs.
(300 jm.), los de 0.5 nm en 2 dias, 2 dias para los de 1 nm y 5 dias para -
los de 2 mm.

A un pH de 7.4 el promedio de descalcificacién fue mis lento que a pH de5.0
y 8.5, la velocidad de extraccidén no mejoré; por la agitacion del medio des
calcificador a 20° C tampoco tuvo un efecto significativo el volumen del me

dio.

La relacién molar entre la cantidad de EDTA disédico y Ca en las primeras -
12 horas de permanencia' en el medio extractor se presenta en la tabla No.5,
no se consiguié aumentar la velocidad de extraccién del Ca con el uso de al
tas concentraciones de EDTA, el efecto fue semejante al que se observé con

concentraciones habituales.
Los amortiguadores 4cidos extrajeron Ca mis vigorosamente que el EDTA.

CONCLUSIONES :

‘Mediante espectrofotometria de absorcién atémica es posible determinar la -

velocidad de descalcificacién de fragmentos de hueso.



EDTA TEVIPERATURA PH REBANADAS VOL

GRUESAS
Concentracién 4, 8, 15% 4° C . 7.4a 500 pim 15 ml.
Temperatura 8% 4° C 20° C
37° C,60° C 7.48 1 mm 30 ml.
Agitacién b 8% 20° C 7.42 1 m 30 ml.
pH 8% 20° C 5.0€7.4
8.5 1 mm 15 ml.
Rebanadas gruesas
de hueso 8% 4° C 7.4 300 pm 30 ml.
500 §im
1.2 mm
Volumen del medio 8% 20° C 7.4 1 mm 5, 15,
descalcificador 50, .
100 ml
K Formato/Acido
férmico 20° C 3,15,30
30 1 mm 15 ml,
Na Lactato/Acido
Lactico 20° C 3.70,
3.90 1 mm 15 ml.
Nuevo Decalc 20° C 0.9 1 mm 15 ml.

TABLA No. 4 -Esquema general del experimento de desmineralizacién.

a.- La unidad del valor final del pH de cada periodo de tratamiento fue7.7

b.- En un disco giratorio modelo TC-4, New Bunswick Scientific Co. New -
Brunswick NJ. USA

c.- El valor final de pH en cada tratamiento fue 5.3, 7.7 y 8.75 respecti

vamente.




TABLA Nb..5: Valor de disociacién EDTA/Ca de la relacién molar durante las

primeras doce horas de descalcificacidn.

VOLUVEN EDTA/Ca
5 ml .2
15ml 4.7
50 ml 21.8
100 ml 68.7
(8% EDTA)
GROSOR
300 ym - 19.5
500 m 19.5
1 mm 11.9
2 mm . 15.4

(8% EDTA VOL. 30 ml)

TEMPERATURA
4° C 11,
20° C 10.
37° C
60° C

(8% EDTA VOL. 30 ml)

= O O 0

=
e o oP
Q
3
o
(=]

=
(3}

27.5
(VOL. 15 ml).



TECNICA No. 11 r

EXAVEN QUIMICO PARA DETERMINACION DEL PUNTO FINAL DE DESCALCIFICACION COON - -
EDTA.,
D.J. SEILLY (1972).

El EDTA se introdujé como un agente descalcificante para histopatologia des
de hace 30 afios, con la disminucién.del pH por la adicidén de hidréxido de -
sodio se obtuvieron resultados superiores a los de descalcificantes conven-
cionales, ésto evitd la hidrélisis tisular, los efectos de este agente se

valoraron mediante rayos X, las pruebas quimicas se basan en la presencia -
de iones de Ca libres en solucidén, existe un procedimiento con el uso de -
oxalato de amonio para determinar el punto final de descalcificacién con -
EDTA, esta técnica consiste en la disminucién del pH de la solucién de prue
ba por debajo de 5.0 con el uso de un amortiguador, bajo estas condiciones

del Ca, al agregar un exceso de oxalato.

El principio de esta técnica consiste en desplazar al Ca. del complejo por
la adicién de iones férricos presentes en el amortiguador, la turbidad que

resulta por el exceso de oxalato indica la cantidad de Ca presente.
Sol.- No. 1.- EDTA neutral: (0.48 mol/I).

Este agente se prepara con EDTA (Sol. disédica) o alternativemente EDTA -
(dcido). A) EDTA (Sol. disédica 161 g. disueltos en 800 ml. de agua desti-
lada. La solucidn se examina dentro de un rango estrecho de pH y se ajusta
apH 7.0f 0.5, por la adicién de Hidréxido de sodio. B).- EDTA (4cido) -
140 g. Hidrdéxido de Sodio 38 g. '

El método de preparacién es el mismo antes mencionado excepto que el hidré-
xido de sodio es primero disuelto en 800 ml. de agua destilada y el EDTA es

disuelto y afadido.

Puede usarse cualquier concentracién de EDTA con molaridad conocida.



Sol.~ No. 2.- Cloruro Férrico: (0.48 mol/I). Cloruro Férrico (Anhidro) -
7.8 g. es disuelto en agua destilada 100 ml.

La solucién de Cloruro Férrico acuoso preparado puede ser de la misma mola-
ridad que la de EDTA.

Col.- No. 3.- Control positivo; Cloruro de Ca (0.005 mol/g) en EDTA neutral:
Cloruro de calcio (Anhidro) 0.1 g. es disuelto en la solucién No. 1 en 200
ml.

Sol.- No. 4.- Oxalato de amonio acuoso saturado.

Todas las soluciones (excepto la de oxolato de amonio) deben filtrarse para
la preparacién. Aunque la solucién de cloruro férrico es inestable, debe -
ser filtrada antes de usarse, esta tiene una vida media de por lo menos 3 -
meses.

PROCEDIMIENTO DEL EXAVEN.

1) Tomar 2 ml. del liquido descalcificante para ser examinado en un tubo -

de ensayo.

2) El pH debe ser de 7.0 ¥ 0.5, si es necesario ajustar 4cido clorhidrico

o hidréxido de sodio.
3) Afiadir 2 ml. de solucién de cloruro férrico y mezclarlo.

4) Anadir 6 ml. de oxalato de amonio acuoso saturado, mezclar bien y dejar

en reposo.
5) Examinar el tubo después de 20 min.

Si el punto final de la descalcificacién ha sido alcanzado la solucién vol-

veré clara.



La presencia de alguna turbiedad en la solucion muestra que la descalcifica
cién es incompleta. Los controles positivos y negativos pueden acompafiar a
cada serie de exdmenes: estos se preparan por sustitucién de 2 ml. de solu
cién No. 1 y solucién No. 3 para el liquido descalcificante usado preceden-

te en el paso 1.

El calcio en la solucién de control positivo serd suficiente para formar -

una turbidez o precipitacién detectable.

Estudios experimentales indican lo siguiente:

(A) El examen es confiable para detectar calcio en EDTA neutral bajo con--
centracién de 0.005 mol/G (B) La sensibilidad del examen no estd afectada
por la concentracién de EDTA usado en la descalcificacién puesto que la so-

lucién de cloruro férrico usada es de igual molaridad.

EVALUACION PRACTICA.

Después de haber realizado la prueba se puede comprobar la efectividad de -
la misma mediante el estudio histopatolégico, asi mismo puede establecerse

una correlacién mediante el uso de rayos X.
OONCLUSION:
La prueba quimica para determinar el punto final de descalcificacién con -

oxalato de amonio permite asegurarse ficilmente que se ha alcanzado el pun-

to final de descalcificacién en diversos tejidos.



TECNICA No. 12

’

' DETERMINACION DEL PUNIO FINAL EN LA DESCALCIFICACION OON EDTA USANDO OXALA-
TO DE AMDNIO.
ALLEN D. ROSEN (1981).

En este experimento se utilizaron muestras de hueso trabecular o cortical
los cuales para ser descalcificados deben ser cortados cerca de 1 X 1 X 0.5
can. ordenados y fijados en formalina al 10%, amortiguados en fosfato, pH -
7.0, por 24 horas. La muestra se coloca en un frasco con 5 ml. de‘EDEA al
10%, pH 7.0 con NaOH. Después de 24 horas 0.5 ml. de solucién de EDTA des-
calcificante debe retirarse del frasco para examinarla y colocarla en un.tu
bo de ensayo; después se afiade 1.0 ml. de amortiguador fosfato citrato --
(0.20 4cido citrico, 0.16 M Fosfato Potdsico Dibdsico, pH 3.2 - 3.6) y 2.5
ml. de Oxalato de amonio acuoso saturado en el tubo de ensayo.

Si el Ca esté presente en el tubo de ensayo, se formarid un precipitado blan.
co turbio. (Un examen positivo para calcio, un examen negativo para el pun
to final). Una solucién clara después de 20 min. indica la ausencia de cal

cio detectable en el liquido descalcificante.

Si el examer. de la muestra es positivo para Ca, el hueso debe ser lavado -
‘con agua destilada y la solucién en el frasco debe ser reemplazada con solu
cién de EDTA fresca. Después de 24 horas otros 0.5 ml. del liquido del --
frasco deben retirarse y examinarse como se indica arriba. Este procedimien
to debe ser repetido diariamente. Si se obtienen un resultado negativo pa
ra Ca, el hueso no debe lavarse y el liquido del frasco no debe ser cambia-
do, este debe ser examinado al dia siguiente. Dos exdmenes negativos suce-

sivos para Ca, son considerados un examen positivo para el punto final.

El efecto que ejerce el EDTA durante el proceso de descalcificacién es me--
diante quelacién, es necesario asegurarse de que se ha completado la descal
cificacién, para esto se ha utilizado el analisis con rayos X as{ como por

la determinacién de la dureza al tacto.



Una prueba sencilla que permite definir el punto final de descalcificacidn
se realiza con el uso de Oxalato de Amonio, el procedimiento es de valor -

por su simplicidad y precisién.
COONCLUS ION:

El oxalato de amonio precipita iones de Ca libres en la solucién para asi

poder provocar la reaccién.



TECNICA No. 13:

TEONICA PARA EL MANEJO DE TEJIDOS DURANTE LA DESCALCIFICACION.
CHRISTOPHER JAVES PIRIE AND GLENN FRANCIS VALLINT (1978).

La descalcificacién puede tomar dias o semanas de acuerdo a la naturaleza
de la muestra o el liquido usado. Esto implica frecuentes cambios de los
liquidos descalcificantes y la radiografia regular o el examen para deter
minar el punto final de descalcificacién. cuando se procesa un gran nime
ro de muestras se emplea mucho tiempo en las labores rutinarias y si las
muestras son de una naturaleza similar, el peligro de mala identificacién

aumenta.

Se buscé una manera para reducir el tiempo de manejo y asegurar la identi
ficacién durante la descalcificacidn, las muestras se ordenaron y una car
ta identifica la etiqueta encerada preparada para cada una. Una venda tu
bular hospitalaria Tubinette tamafio 01, anudada en un extremo, y un tubo

de polietileno rigido de 3 cm. de didmetro interno son utilizados en esta
técnica. La primera mueétra, cbn su etiqueta, es puesta en el vendaje -
usando el tubo como alimentador. Aunque basicamente rigido el tubo pudo

ser comprimido para permitir el paso de muestras considerablemente gran--
des. El tubo fue retirado de la venda y sellado cerca de la muestra con
otro nudo. Otras muestras fueron puestas dentro del vendaje hasta un nmi-

mero conveniente (18-20), formando un corddén manejable.

La identificacidén de la etiqueta, corresponde a un registro escrito que -
fue agregado al cordén. Existe la venda radio-lucida que permite radio--
grafias. 18 Muestras pueden ser manejadas como una con la consecuente se
guridad-en el manejo. Como cada muestra es encerrada con su etiqueta, la

confusidén de identificacidén durante la descalcificacidén es nula.

La venda puede ser partida y la muestra pasar a otro proceso. Frecuente-
mente, cuando las muestras son similares (Ejem. 18 rétulas de conejo), se

descalcifican virtualmente al mismo tiempo.



Todos los cordones pueden ser procesados, los tejidos solamente se remo-
vieron para fijarse. A la venda se le ha encontrado también utilidad pa

ra almacenar pequefias muestras que necesitan ser mantenidas en secuencia.



DISCUSION

A través de los diferentes articulos se pudo establecer que el tiempo nece-
sario para la descalcificacién de huesos depende de varios factores como el:
Tamafio en el fragmento de tejido, este influye sobre la velocidad de difu--
sién de las substancias descalcificantes que al inicio es rédpido y poste --
riormente se vuelve mds lento al final de la desmineralizacién. Estos da--
tos fueron confirmados mediante el uso de técnicas de rayos X y determina--
cién quimica de los niveles de Ca, asi como mediante estudios de alta reso-

lucién como la espectofotometria de absorcién atdmica.

Asimismo se demostré que la mayoria de las técnicas que se reportan en este
estudio fueron de utilidad para establecer la velocidad y punto final de -
descalcificacién que aseguran la preservacién mis adecuadas de las estructu

ras.

Por otra parte, se comunican procedimientos sencillos que facilitan el mane
jo simultdneo de muestras diferentes que evitan confusiones. Entre las sus
tancias que resultaron ser de mayor utilidad se puede identificar al EDTA -
que a pesar de que actua lentamente produce los mayores resultados cuando

se le compara con los descalcificadores dcidos, entre las variables princi-
pales que influyen para modificar la velocidad de descalcificacién estd el
espesor del material por lo que se debe trabajar con cortes muy delgados, -
las otras circunstancias importantes son el pH y la temperatura que revela-
ra los mejores resultados a concentraciones de 7.2 y 4° C respectivamente.
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