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" IDENTIFTICACTON HISTOQUIMICA DE CALCIO EN TEJIDOS
DE RATAS CON LAS TECNICAS DE ROJO DE ALTZARINA Y
DE VON KOSSA "



INTRODUCCION:

Debido a que bajo condiciones anomnmales de La actividad fisiolégica
celular se producen ghandes acdmulos de caledo en tefidos que normalmente
Lo contienen en bajas cantidades, cs necesario establecen fa identifica-
cibn de este elemento en Las dreas caleificadas con ef objeto de {denti-
{ican Las patologias que inducen a estas alteraciones en el metabolismo
del caleio.

Ante tal circunstancia, se hace necesario el disponer de técnicas
que puedan proporcdlonar datos precisos sobre La existencia de este mi-
nenal en Los Grganos o tejidos en donde normafmente no debe encontranse
en concentracibn elevada y a La postre, ocesione alteraciones en esas
visceras o tejdidos.

La utilidad que tendrd esia 16sis serd La de dejarn implementadas
afgunas técnicas, tanto en maternial como en La {nstrucelln def personal
det Depantamento de Patologia para ayuda en Los diagnrticos, as{ come
para instrumento educativo del alumnado de La Faculiad de Medicina -
Veterinaria y Zootéenia de La Universidad de Guadalajara.

Este thabajo formand parte de una sernie de {nvestigaciones para La
mejonia diagnbstica del Departamento de Patologla de La Facultad de Me-
dicina Veterinania y Zootéenia de La Undiversidad de Guadalajara.



OBJETIVO GENERAL:

Tdentigicar La presencia de calelo mediante téenicas histoquimicas
en tejidos que participan en el necambio de elementos celulares.

_OBJETIVOS» PARTTCULARES:

a) Estandarizar Las 16cnicas de Rojo de alizarina y La de Von Kossa

.para La {dentificacifn de ealelo tlsulan.

b) Comparan £a especidicidad de cada wna de £as téenicas.

¢) Dar una aplicacibn prdetica a Ras téenicas mekementadaA con
f4ines de diagnbstico.

d} Continuan con £a serie de trabajos propuestos pon el Departamen
1o de Patologia de La Facultad de Medi{cina Veterinaria y Zootécnia para
La identificacién histoquimica de diferentes sustancias o elementos con
gines de diagndstico. ‘



MATERTAL Y METODOS:

Se utilizardn para este trabajo nueve natones adultos de ambos --
sexas a Los cuales se Les {ncorporard caledo por dos diferentes vias:

A tres natones se Les Lincorporard Ca por via oral.
A tres natones se Les inconporard Ca por via parenteral.
Los tnes ratones restantes nos servindn como testigos.

La d6sis de calelo que se Le aplicand a cada uno de Los nratones
en experdimentacién send de 100 mg diariamente durante una semana, des
pués de Lo cual se procedend a sachifdlcarlos por medio de disfocacibn
cenvical., (la désis nommal de Ca para ratones es de 40 a 50 ma/dia).

Los tejidos especificos a estudian serdn el nijibn, el miocardio,
el misculo estriado esquelético y el Lntestino en sus porciones dusde-
nal, regunal e ileonica. Estos mismos fefidos se procesandn con fas
tenicas de {nclusidn de paradina para Luego obiener contes seriades
de Los diferentes Grganos con un espesor de 6 micrbmetnos.

Después de esto, se teiirdn con Las nespectivas técenicas en es-
tudio. Por iltimo, se obiendndn fotomicrogragias para que postenion-
mente nos Adnvan pana hacen Las observacdones.

Con el propdsito de detectarn posibles pa/zﬂiéuﬂm de caledo en -
dnganos blandos, yara de €sta forma identificarlo durante su trans-
porte hacia Los depbsitos Gseos, se moddficarnt e,Z modelo experimen-
tal de La forma sdigudente:

A un natén se Le administrandn 200 mg de Ca divididos en tres -
pantes (66.6 mgl por Las vias oral, intrhaperitoneal e intramuscular
nespectivamente. ‘

Trnanscwwida una hora después de haber sido administradas Las
d6sis de calelo, se sacrificarnd al ratén y se seguind el método Ani-
elal de procesamiento histoldégico.



A continuacin se describen £os procedimientos necesarios pard hed
Pizan Ras téenicas de Rojo de alizarina y de Von Kossa:

TECNICA DE ROJO DE ALTZARINA

FIJACION: Se hardcon una sclucidnde formalina al 4% bufferada (pH 7).

 SOLUCTONES: Rojo de alizanina
Fosfato a pH 9 . .

* PROCEDIMIENTO: 1}
. 2)
3)

4]

. 5)
| 6)

oooooooooo

.........

Desparafinan e hidratarn Las Laminillas en agua.
Teiin en Rojo de alizanina: 30 - 60 minutos.
Enjuagarn en La solucidn de fosfato pH 9 durante 5
segundos. :

Deshidnatar en trnes cambios con etanol absofuto -
cada dos minutos.

Aclaran en xifeno.

Montan en hesina sintética.

RESULTADO: Las particulas de caleio se verdn de un color xojo naranja.

METODO DE VON KOSSA

FIJACION: Se hand con una solucibn de gormalina al 4% bufferada (pi 7).

SOLUCIONES: Nitrato de plata (AgNOS) ..... 5.0g
Agua destilada . . . . . . . . .. 100.0 mt
Nota: Utifizarn sofuciones grescas. Nunca usar esta solu-
eibn despuls de una semana.
Sagnanina (Solucidn ak 1% acuosa).
PROCEDIMIENTQ: 1) Desparaginarn e hidratan Las Léminas en agua desiila .

da; remover en cloruwno de mercurio (HaCl,).

?) Tratar con nitrato de plata en obscuro durnante 30
minutos.

3) Enjuagan completamente en agua desiilada.



RESULTADOS:

4) Exponer Las Laminillas en agua destilada a Luz bal
LLante (75 - 100 W) durante una hora. Luego colo-
cantas sobre un fondo blanco para exponer La reac-
eldn.

5) Lavar completamente en agua destilada.

6) Contrastan en safranina duwrante 2 6 3 minutos.

7) Enjuagar en aleohol al 70%

§) Deshidnatar en alcohof.

9] Aclarar en xileno.

10} Montan en nesina sintética.

Los depdsitos de calelo se verdn de un color cagé oscuro

al negho.
EL ndcleo y otros elementos tisulares se verdn sombreados
de un cofon nojo y rosa.

TECNICA DE R0OJO DE ALIZARINA VARTANTE DE DAHL'S

FIJACION: Se hard con una s0fucifn de formalina al 4% bufferada (pH 7)

SOLUCTONES:

Rojo de alizarina . . « v « « o « & 1.0 g
Agua destilada . . . - o . .. 100.0 me
Hidndxido de amondo . . . . . . « . 0.7 m
Agua destifada . . . . . . . Vo .t 1000 mE
SoLucddn verde Luz:

Verde Luz . . . . . . . . . ... . 1.0 g
Agua destilada . . . . . . . ... 100.0 m
Acido acdticoglacial . . . . . .. 1.0 me

Nota: A Ra solucifn de Rofo de alizarina se fe agregardn
Lentamente 10 ml de La solucidn de Hidndxido de -
amonio al 0.1% y moven consiantemente.

La sofucibn send estable durante un mes.



PROCEDIMIENTO: 1) Desparafinar e hidratarn en aleohol al 95%.
7) Teiiin en Rofo de aldizarina durante 2 minutos.
3) Enjuagar con aguaAdeétizada. 5 - 6 Lavados.
4} Tratan con solucidn verde Luz durante un minuto.
5} Lavar con agua destilada durante 10 segundos.

6) Deshidnatar en aleohol al 95%, aleohol absoluto.
Dos cambios cada uno.

7) Aclarar en xileno.
8} Montan en nesdina sintliica.

PESULTADOS: Safes de Ca.- Colonr nojizo intenso.
Fondo.- Verde pdlido.

TECNICA DE VON KOSSA VARTANTE DE MALLORY

FIJACION: Se hatd con una sofucibn de formabina al 4% buffenada (oH 7)

SOLUCIONES: Nitrato de plata IR 5.0 ¢
Agua destilada « « v v o v 04 4 . . 100.0 me
Hiposulfito de sodio . . . . . . .. 5.0 g
Agua destilada . . . . . . .. 0. 100.0 mE
Sagranina (solucibn al 1% acuosa) .. 1.0 g
Agua destlada . . . . . . . ..., 100.0 me

PROCEDIMIENTO: 1} Desparaginar e hidratar en agua destilada.

2) Tratar Ras Laminillas con nithato de plata,
Exponen a La Luz brillante (100 W) durante 30
minutos.

3) Lavan en agua destilada.

4) Tratar con La solucibn de hiposulfito de sodio
durante 2 minufos.

5) Lavan bien en agua destilada,
6} Contrastarn con safranina durante 5 minutos.
7) lavar en aqua destilada.

&) Deshidnatar en alechol al 95%, aleohol absofuto.
Dos cambios en cada uno.

9) AcLaran en xifeno.
10) Montar en hesina sintética.



RESULTADOS: Safes de Ca.- Negho.
Citoplasma.- Rosado.

(3, 9,12, 13, 19 )

’



RESULTADOS::

Las pruebas con Las técnicas de tincibn de Rojo de alizarina y
de Von Kossa para Ra identificacién de caleio en modelos experimenta
Les fueron negativas. Debido a Lo antenion, se establecieron contro-
Les posdltivos fLsd0Lbgicos y patolbgicos para comprobar La validez
del procedimiento tintonial, Estos fuenon secciones de f6mun de feto
poreino con Los que se observaron resuwldados positivos ya que se hi-
clenon evidentes zonas delimitadas con afinidad especifica para cal-

clo,

Esto no se observd con Los tejidos experimentales, ya que estos
no mostraron ningn aumento de aginidad tintonial selectiva pon Las
dreas con minerales, de esta manera fue posible comprobar La utilidad
de Las téenicas empleadas, asi como de demostnarn La imposibilidad de
observar calelo adn en condicdiones de sobreddsis de Este en Los Lefi
dos de Los nratones.

AL realizarn el otro modelo experimenial, se tomaran para estudio
Los tejidos obtenidos de ste modelo y se repitieron Las técnicas de
tincibn junto con Los corntes de hueso fefal come contrhol. Bajo estas
condiciones, L08 nesultados fueron diferentes a Los iniciales ya que
se pudienon {dentificar algunas particulas de calefo en el Lumen in-
testinal y en el glucocalix de Las células absorbentes del epitelio
Lntestinal.,

" la identificacdibn de este elemento no fué fdcil, ya que ade-
mds estaban presentes en fas placas panticulas extraias y nesiduos
de colorante que podfan confundirse gdcilmente. En La tenica de

. Rofo de alizarnina no se consiguid un buen contraste Lo que dificults
La apreciacibn del colon nojo naranja que nos da La alizarina al -
reacedonan con el calelo, mientras que en La téenica de Von Kossa -
quedaban muchos residuos de plata que no reaccionaron con el caledo.



Con el objeto de poden nesolver estos nuoblemas se ensayaron otras
vaiiiantes de estas téendicas que pudiexan dar mefores nesultados tal co-
mo La écnica dé Von Kossa variante de Mallony y £a téenica de Rojo de
alizarina variante de Dahk's. Con éstas 208 nesuliados 4ueron mds sa-
s factondios, pues Los contes en estudio se observaron mds claramente.

La identificacidn de caledo fué positiva mediante Las técnicas -
inicialmente propuestas en hueso fetal. Para comproban La efectividad
de £as mismas cuando se aplican a fefidcs blandos y no a6fLo en material
G500, se rnealizaron otras pruebas con ek uso de tejidos patoldgicos 804
pechosos de calelficacidn como higado, ganglios Linfdticos y bazo de
cendo, con Los cuales fué posible comprobar La afinidad tintordal que
se observd en e material obtenido de fexos.

10



DISCUSTON:

En cuanto a sus funciones, el caleio es un mineral necesario para
el ohganismo, pues es esencial para £a fommacién y noamal consolidacidn
de Los huesos y ademds es un ingrediente imporntante del cemento {ntenrce
Lularn. Como otras funclones Amportantes el calelo mantiene La contrnac-
tilidad, aitmo y tonicidad def miocarndio y antagoniza La accitn de £os
Lones sodio y potasio sobre el conazén. También es necesario para La
activacidn de muchas enzimas, tales como Las vinculadas a La coagula-
cin de La sangre y de fLa Leche. Actia fambién en La contmccidén de
Zodos Los mlsculos, que ademds del conazbn, actia a nivel de Las vello
sddades intestinales para La absorcidn a nivel del canal alimentario.
{15, 17}

EL caledio parece ser esencial pana La permeabilidad celular selec
tiva y pana gue fLa excitabilidad neuromuscular se mantenga normal.

La requlacién de caleio estd a cargo de La parathonmona y la -
caleitonina. Cuando esta concentracidn disminuye se Libera parathor-
mona y hay una movilizacion mis intensa de elementos minerales del -
hueso, el cual actda como almacén en el mefabolismo del caleio y el -
{64 foro .

{17

EL cafceio se absonbe en fLa parte inkendlon del intestino delgado.
La cantidad de caleio absonbide de La ingesia estd influenciada noimaf
mente pon cientos pactornes, como el pH y La posibilidad de forman sa-
Les insofubles; ademds se favorece por La presencia de cantidades ade-
cuadas de £6s4oro y de vitamina D.
{17)

Los fatones intestinales que ingluyen en La absoncibn del caleio

son:

a) pH.- Entre mds alealino sea el contenido intestinal, menor
s0fubilidad tenduin Las sales de caledo.

11



b} Fosfatos.- S& La nelacidn 2:1 de Ca y P es elevado, se 4oamand
bastante fosfato de caleio | CaS(P04)2 Voo désminud
& La absorcibn.

¢) Presencia de dcidos grasos Libres.- Cuando hay altenacidn en La
absorciGn de Las grasas, existen bastantes deidos
Libres. Estos deddos reaccionan con el calelo &i-
bre pana fonmen fabones Ansclubles de calelo.

d)  Uitamina D.- TFromueve La absosncidn de caledo en el intestino.

Aprnoximadamente dos tencios def caleio administrado pon via bucal
se excreta en Las heces y alrededon de un tenclo se absonbe y retiene
en el cuerpo. Con La onina se exchreta una cantidad ne@atiuamente‘pequg
fia de calelo que pierde el orngandsmo.

(1, 11, 27 )

EZ exceso de caledlo en el organismo nos preducind una caledléica-
cidn, La cual puede sern de dos tipos:

a) Caledificacibn Local o distrbfica.
b] Calediflcacidn genernal o metastdsica.

La caleificacibn Local es La deposicidn de caleio en un drea focal
del cuerpo. Ocuwrre cuando L£a cantidad de caleio en La corriente sangul
nea es nonmal. Las sales se depositan en Los tejidos que han experimen
tado un trastorno en el metabolismo celular o que son necnfticos. La
presencia de tefido animal muento o agfnico es La causa 4undamental del
depdsito de caledo de este tipo.

[ 18, 22, 25 )

La calcificacidn genenal es La descomposiciln de sales de calelo
en muchos tejidos pon todo el cuenpo. Ocwrre cuando hay una cantddad
excesiva de caleio en La sangre (mis de 12 mg). Tuede sen ocasionada
por varios factones, como son:

al Hiperparatirodldismo.

b) Gran cantidad de gninubos de sales de caleio en Las paredes
o Lumen de Los tabulos nenales, eue pueden sen el resultado
de una excrecidn anormal de caleio y de hipercaleemia.

12



¢) Extensa caledficacisn de Las paredes anteniales, vcarionada
por La hipercaleemia producdda por ghandes excesvs de vitamina
D en fa dieta. ’

La caledificacifn general ocuwwre cuando £os neoplasmas, especial-
mente Los tumones mieloddes, estdn presentes en La médula del hueso.
EL aumento de fa actividad metabllica en La cercania del tumon causa
Lo desmineralizacibn del esqueleto y que £a corndlente sanquinea se Lin-
vada de ealeio.

(16, 21, 22, 25 )
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CONCLUSTONES :

1} EL modelo expernimental utilizado que e Augirid en eate traba
jo no fud el {ndicado porgue el objetivo de €ste ena el de detectan -
particulas de caleio en drnganos nonmales, provoeando una hipvercalcemia
thansitoria y aumentar £a cantidad de calelo en Los Grgancs sdin gue Ae
Legaran a forman depdsitos, ya que el depésito de caledo en otros fte-
jidos con excepedidn del Gseu, se considena anonmal o patolégico (caled
ficacion distrbfica o metastdsica).

(18, 22, 25 )

2) AL duplicar La ddsis diania nommal de caleio (50 mg) se {nhi-
bid su transponte activo a thavés de La mucosa intestinal ya que La
absoneddn intestinal de caledo en mds de un 10% de £as necesdidades nor
males disminuyen el {ndice de {ncorporacibn del mismo.

{10, 27 )

3} Lla alta ingestidn de vitamina D acompaiada con La aplicacdidn
sémultdnea de caledio aumenta La absorcdbn intestinal de Este elemento
y aumenta sy depdsito en el hueso y othos teiidos provocando una cak-
clflcaciin metastdsica. S£ hubitramos actuado de esa manena con los
ratones, se hubieran obZenddo fejdidos anormales o patoldgicos, no sien
do este-el objetivo del modelo experimental.

( 10, 18, 22, 25 | '

4} En el modelo experimental se apucwn"dmu elevadas de ecal-
clo con La adicin de vitamina U, perno ¢sta no en ddsis Lo suficiente-
mente elevadas como para provocar patologlas en Los Graanos.

Cuando existe un exceso de caledo en el torrente circulatonio
La caleitonina desciende ef nivel sérnico del calelo garantizande asi
el tono chleico. Existe un balance enthe La parathormona u La caleito-
nina, el cual ayuda a que no haya un desbalance de este minenal en el
onganismo en condiclones nommales. Esto hace que Las cantidades de -
caleio existentes normalmente en Los tefidos (9 a 11 mg/100 me) no -

14



puedan sen detectadas de esta manera mediante téenicas histoquimicas
y wtilizando un microscopio comdn.
(8, 15, 26 )

5) Las téenicas histoquimicas usadas detectan muy bien Las parti-
culas chleicas de Los Srganos afectados, pero La que nod da mejones he-
sultados es La téenica de Von Kossa variante de Mallony, porque ademds
de tefiin mejon Las parnticulas pequefias, el cofon café oscww que obtie-
nen es de §deil Localizaclidn.

(2,5, 9,12, 13, 14, 19, 20 )

6) Nuestras téenicas no podndn ser usadas como diagnbstico en
muertes causadas pox désis excesivas de caledlo en ratones, pero 8L -
podndn sen dtiles para el diagnbstico de caleinosis en Grganos patoldd-
gicos de evolucidn crnfnica extensa.

(4, 18, 22, 25 )
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SUMARTO:

Se disend un modelo experimental para tratar de Localizar calelo
en drnaanos noamales con La ayuda de féenicas histoquimicas. EL modelo
experimental contemplaba La aplicacidn de 100 mg de calelo diardie duran
te una semana a ratones de fLos cuafes se tomanon muestras de niifn, -
misculo estriado, miocardio e intestino.

AL nealizan Las técnicas con Las muestras de tefido Los nesuwltados
fueron neqativos. . Para demostrnan La efectividad de Las técnicas, se -
tomaron muestras de hueso fetal y Los nesultados con eflas fuenon posi
vos.

. Se diseiid otro modelo aplicando dosis masivas (200 mg) de caleio
para tratarn de Localizan particulas de caleio en alguno de Los Grsanvs
en estudio.  Este mostnd neaq&tadoa posdliivos al encontran parnticulas
de caleio en el Lumen intestinal y en el glucocalix de fas célilas ab-
sonbentes del epitelio intestinal.

Se comprobd que Las téenicas de Rojo de alizarnina u de Von Kessa
sinven para Ldentifican parnticulas o actmulos de caleio en Los tojidos
aungue se buscaron variantes de cada una de efLas para evitan a inten-
fernencia del exceso de colonrante y de particulas de plata que no recc-
elonanon con el cafeio. '

Para observar £a efectividad de Ras tcnicas endrganos blandos sc
usaron tefidos sospechosos de caledificacitn como ef higado, ganglios
Linfdticos y bazo de cendo, en Los cuales se distinquen dreas bien de-
finidas tintonialmente.

Se pudo observan que La téenica de Von Kossa variante de Mallery
puede detectar actmulos mds pequerios de caledo que con La téenica de
Rofo de alizanina, La cual necesita de acdmulos mds grandes.
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