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Imagen de fondo de tapa:
Corte horizontal de piel tefiido con tefiido con “sacpic”.



Resumen

Se describen protocolos utilizados en Camélidos Sudamericanos fundamentalmente llamas
para la obtencion de muestras de piel y la posterior realizacion de cortes histoldgicos y de
tincion. La obtencion de la muestra de piel se realiza con un sacabocado para biopsia y una
vez obtenidas a piezas son fijadas y conservadas en soluciones de formol varias. Los cortes
histologicos se realizan con micrétomo de congelamiento y de parafina, siendo realizados en
forma horizontal, vertical o transversal a la superficie de la piel. La tincion para su posterior
evaluacion se realiza mediante la técnica de Sacpic y sus modificaciones y la técnica de azul
de Nilo.

Técnicas de obtencion de muestras, cortes histologicos y tincion en piel de
Camélidos Sudamericanos

1. TECNICA PARA OBTENCION DE MUESTRAS DE PIEL DE CAMELIDOS

A. Materiales:

- Sacabocados para biopsia de piel de 6 y 8 mm 2

- Afeitadoras: 2

- Bases soélidas para fijar muestras (carton, plastico etc.):  varias
- Tijera curva: 2

- Frascos para las muestras con solucion fijadora (10 ml):  varios
- Pegamento.

B.  Soluciones:
- Solucién antiséptica.
- Solucién fijadora ™.

(*) ver solucion segln técnica de corte histologico y tincion que se vaya a usar.

C. Metodologia:
- Determinar el lugar de donde se obtendra la muestra.
- Rasurar la zona.
- Proceder a la antisépsia del lugar.

- Obtener la muestra con el sacabocados, introduciendo el instrumento cortante hasta el tejido graso
subcutaneo.

- Fijar las muestras sobre las bases s6lidas con pegamento para evitar alteracion en el tamafio.
- Una vez fijadas, se incorporan las muestras en los frascos de 10 ml con la solucion fijadora
respectiva segun técnica de corte y tincion.

2. TECNICA DE CORTES HISTOLOGICOS Y TINCION DE PIEL DE CAMELIDOS

2.1. Técnicas de corte histologicos con inclusion de las muestras en parafina®y tincion
“sacpic” para microscopia optica.

(1) con la inclusion de la muestra en parafina solo se hacen cortes histologicos horizontales. Si se quiere utilizar para cortes verticales se
debe tener la precaucion adecuada que asegure el éxito de la técnica.



A. Equipamientos:

B.

- Micrétomo para cortes con parafina

- Aguja histologica 1
- Pinza de depilar 2
- Porta objetos varios
- Cubre objetos varios
Soluciones:
1) Formol fosfatado (buffer)
- NaH,PO,.H,0O 4.0 gr
- NaHPO, 6.5 gr
- Formalina 100.0 ml
- Agua destilada 900.0 ml
Formalina: solucion formol al 40%
- Formol 40.0 ml
- Agua destilada 60.0 ml

1000.00 ml
4.00 gr
6.50 gr

e controlar el pH y neutralizar con 2 gr de carbonato de sodio.

2) Xileno fénico
- Acido fénico o fenol 25.0 gr
- Xileno 75.0 ml

3) Hematoxilina férrica de Weigert

a) Solucion A
- Hematoxilina 1.0 gr
- Alcohol (90-95%) 99.0 %

Disolver y llevar a 100.0 ml

b) Solucion B

- Cloruro férrico (30% acuoso) 4.0 ml 1.20gr
- Acido cloridrico conc.(S.G. 1.124) 1.6 ml
- Agua destilada 95.0 ml

Iguales partes de cada solucion de uso en el momento

4) Fuccina basica

- Fuccina 1.0 gr
- Alcohol 99% 50.0 ml
- Agua destilada 50.0 ml
5) Safranina de Winipater
- Safranina 10.0 gr 1.6 1.563
- Alcohol 95% 15.0ml 23wk
- Agua destilada 1450 ml 22,7  kxEx

125.00 ml
41.67 ml
125.00 ml

62.50 ml
0.63 gr

62.50 ml
0.75 gr

125.00 ml
1.25gr

125.00 ml
1.60 gr

25.0 ml de la solucion se agrega a 80 ml de alcohol 50% y se filtra

6) Indigo carmin picrico
- Indigo carmin 1.0 gr
- Solucion saturada de ac. picrico 300.0ml

Solucion saturada de ac. picrico
- Acido picrico 4.0 gr

125.00 ml
0.42 gr

1.67 gr



1)

2)

3)

4

- Agua destilada 300.0 ml

Metodologia
Solucion fijadora: formol fosfatado (buffer) al menos tres dias para piezas muy chicas, 1 semana para
piezas de 0.5 * 0.5 o mas grandes.

Inclusion en Parafina:

a) Deshidratacion y limpieza:

Opcion 1

Alcohol 70% entre 6 a 8 hs (9.00 a 16.30) con un cambio en el medio.
Alcohol 90% toda la noche (16.30 a 9.00hs) con un cambio a las 17.00hs.
Alcohol absoluto alrededor de 5 minutos con un cambio en ese tiempo.
Xilol fénico minimo tres dias (menos para piezas mas pequefias).

Opcion 2
- Alcohol 50 % 2 bafios 1 hora cada uno.
- Alcohol 70% 2 bafios 1 hora cada uno.
- Alcohol 90% 2 bafios 2 hs cada uno.
- Alcohol absoluto 2 bafios 1/2 hora cada uno.
- Xilol fénico 2 bafios 4 hs cada uno.
- Xilol 2 bafios 1/2 hora cada uno.

b) Fijacion con parafina: la pieza es tomada directamente del xilol fénico y llevado al primer bafio de
parafina derretida en un horno con la temperatura 1 a 2 grados por encima del punto de fusién de la
cera. El tiempo requerido es variable, es preferible dejar la muestra en la parafina derretida mas
tiempo que menos de lo necesario. Los tiempos originales para muestras de piel de 0.5 a 1 cm son:

- Bafio 1: 6 a8 hs - 1 dia.
- Bafo 2: toda la noche.
- Bafio3:6a8hs.

El tiempo necesario se puede reducir a entre 3 y 6 hs si se lleva a cabo un movimiento automatico de
la parafina en el horno. La parafina derretida se encuentra en un molde de forma ctbica. Se retira del
horno y se deja enfriar y se lo retira del molde.

Obtencién de submuestras con micrétomo: se toma el cubito y se lleva al micrétomo con la base para

cortes con parafina de entre 5y 15 m y se obtienen las submuestras.

Tincion: se utiliza el método SACPIC para piezas de 8 @ de espesor.

a)

b)

¢)

d)
e)

g)

Quitar la parafina con xilol 1: 10 minutos
2: 10 minutos
Cambiar frecuentemente el xilol para que no se mezcle la parafina con los alcoholes.
Hidratacion:

- Alcohol absoluto 2 min.
- Alcohol 90% 2 min.
- Alcohol 70% 2 min.
- Alcohol 50% 2 min.

Montar en porta objetos: se coloca la muestra en porta objetos que contienen cola albumina (mezcla
a base de clara de huevos)

Coloracion nuclear: Hematoxilina 15 min.

Llevar a alcohol 4cido hasta solo nucleos tefiidos

Lavar en alcohol 50% - 15 min.

Tincién prequeratina: fuccina basica (5-10 min.) o Safranina 15 min.



h) Lavar aumentando el % de alcohol:
- Alcohol 50% 2 min.
- Alcohol 90% 2 min.

i)  Colocar en alcohol absoluto conteniendo entre 1-2 ml (0.15-0.30%) saturando con alcohol acido
pirico hasta que se observe la zona queratinizada de color rojo.
j)  Colocar en alcohol de la siguiente forma:

- Alcohol absoluto 2 min.
- Alcohol 90% 2 min.
- Alcohol 70% 2 min.
- Alcohol 50% 2 min.
- Agua destilada 2 min.

k) Tincion de tejido conectivo: Picrico-Indigo-Carmin 3 min.

1) Colocar en Alcohol 50% 2 min.

m) Llevar a Alcohol 70% hasta que las fibras de coldgeno tomen un color  verde-azuladas (1-2 min.).

n) Se lleva rapidamente a alcohol 90% y luego a alcohol absoluto, esto es para evitar que se separe el
pirco-indigo-carmin.

o) Limpiar en xileno fénico durante 2min. y luego en xileno durante 2 min.. Se puede dejar mas
tiempo en xileno si es necesario.

5) Llevar la muestra al microscopio.



2.2. Técnicas de cortes histologicos y uso de la técnica “sacpic” modificado para
microscopia optica.

2.2.1. Cortes Horizontales (H) y Cortes Verticales Transversales (VT).

A. Equipamiento
- Micrétomo de Congelamiento

- Lupa (40x - 100x) 1
- Aguja histologica 2
- Pinza de depilar 2
- Tijera 1
- Afeitadora 1
- Frascos de corte varios
- Hojas de afeitar varias
- Pipeta Pasteur 2
- Erlenmeyer 1
- Porta objetos varios
- Cubre objetos varios
- Papel secante varios

B. Soluciones.

1. Sulucién fijadora de formalina 10%
- Formaldehido (formol) comercial 100 ml
- Agua destilada 900 ml

2. Formol salino
- Formaldehido (formol) comercial 125 ml
- Solucidn de cloruro de sodio 875 ml

3. Solucion de cloruro de sodio

- Cloruro de s6dio 85 ¢gr
- Agua destilada 1000 ml
4. Xileno fénico 125.00 ml
- Acido fénico o fenol 25.0 gr 41.67 ml
- Xileno 75.0 ml
5. Hematoxilina férrica de Weigert 125.00 ml
a) Solucién A 62.50 ml
- Hematoxilina 1.0 gr 0.63 gr
- Alcohol (90-95%) 99.0 %
Disolver y llevar a 100.0 ml
b) Soluciéon B 62.50 ml
- Cloruro férrico (30% acuoso) 4.0 ml 1.20gr 0.75 gr
- Acido cloridrico conc.(S.G. 1.124) 1.6 ml
- Agua destilada 95.0 ml

Iguales partes de cada solucion de uso en el momento



6. Fuccina basica 125.00 ml
- Fuccina 1.0 gr 1.25 gr
- Alcohol 99% 50.0 ml
- Agua destilada 50.0 ml
7. Safranina de Winipater 125.00 ml
- Safranina 10.0 gr 1.6 1.563 1.60 gr
- Alcohol 95% 15.0 ml 2.3 EEEE
- Agua destilada 1450 ml 22,7  *¥**

25.0 ml de la solucidn se agrega a 80 ml de alcohol 50% y se filtra

Indigo carmin picrico 125.00 ml
- Indigo carmin 1.0 gr 0.42 gr
- Solucioén saturada de ac. picrico 300.0ml

Solucion saturada de ac. picrico
- Acido picrico 4.0 gr 1.67 gr
- Agua destilada 300.0 ml

C. Metodologia.
1) Preparacion.

a) Acondicionamiento de la muestra. Medicion de los diametros para determinacion de factores de
encogimiento.
b) Observacion de la direccion de emergencia de la fibra.
¢) Obtencion de submuestras.
2) Corte.
a) Realizar cortes de entre 25 - 30 um para H y de 35 um para VT.
b) Recoger los cortes de piel en agua destilada en forma seriada. En ella pueden permanecer de un dia
para otro.
3) Montado.

a) Con una aguja histologica se pasan brevemente los cortes por alcohol 100° y nuevamente se colocan

b)

en agua destilada para su aplanamiento (en H).

Montar en porta objetos: se coloca la muestra en porta objetos que contienen cola albumina (mezcla
a base de clara de huevos)

4) Tincion:

a)
b)
¢)
d)
e)

Coloracion nuclear: Hematoxilina 15 min.
Llevar a alcohol 4cido hasta solo nucleos tefiidos
Lavar en alcohol 50% - 15 min.
Tincion prequeratina: fuccina basica (5-10 min.) o Safranina 15 min.
Lavar aumentando el % de alcohol:
- Alcohol 50% 2 min.
- Alcohol 90% 2 min.
Colocar en alcohol absoluto conteniendo entre 1-2 ml (0.15-0.30%) saturando con alcohol acido
pirico hasta que se observe la zona queratinizada de color rojo.
Colocar en alcohol de la siguiente forma:
- Alcohol absoluto 2 min.
- Alcohol 90% 2 min.



- Alcohol 70% 2 min.
- Alcohol 50% 2 min.
- Agua destilada 2 min.
h) Tincién de tejido conectivo: Picrico-Indigo-Carmin 3 min.
i) Colocar en Alcohol 50% 2 min.
j)  Llevar a Alcohol 70% hasta que las fibras de colageno tomen un color  verde-azuladas (1-2 min.).
k) Se lleva rapidamente a alcohol 90% y luego a alcohol absoluto, esto es para evitar que se separe el
pirco-indigo-carmin.
1) Limpiar en xileno fénico durante 2min. y luego en xileno durante 2 min.. Se puede dejar mas
tiempo en xileno si es necesario.

5) Llevar la muestra al microscopio.
2.3. Técnicas de corte histologicos por congelamiento y tincion de Azul de Nilo en
Camélidos domésticos.

2.3.1. Cortes Horizontales (H) y Cortes Verticales Transversales (VT).

A. Equipamiento
- Micrétomo de Congelamiento

- Lupa (40x - 100x) 1
- Aguja histoldgica 2
- Pinza de depilar 2
- Tijera 1
- Afeitadora 1
- Frascos de corte varios
- Hojas de afeitar varias
- Pipeta Pasteur 2
- Erlenmeyer 1
- Porta objetos varios
- Cubre objetos varios
- Papel secante varios
- Baflo Maria 1

B. Soluciones.

1. Sulucion fijadora de formalina 10%
- Formaldehido (formol) comercial 100 ml
- Agua destilada 900 ml

2. Formol salino
- Formaldehido (formol) comercial 125 ml
- Solucidn de cloruro de sodio 875 ml

3. Solucion de cloruro de sodio
- Cloruro de sédio 8.5 ¢gr
- Agua destilada 1000 ml

4. Sulfato de Azul de Nilo
Para un stock de solucion 1% de Azul de Nilo
- Azul de Nilo 10.0 gr



- Acido Sulfurico (concentrado) 5.0 ml
- Agua destilada 1000.0 ml

e Disolver el Azul de Nilo en el agua destilada y luego agregar el 4cido sulftrico. Hervir lentamente
durante dos horas, manteniendo el volumen con agua destilada. Enfriar a temperatura ambiente. Filtrar y
envasar a 1000 ml.

N.B.: Emplear una solucion al 0.25% para cortes verticales y una solucion al 0.50% para cortes horizontales.

5. Montante acuoso de Kaiser

- Gelatina 8.0 gr
- Glicerol (glicerina) 50.0 ml
- Fenol 1.0 ml
- Agua 42.0 ml

Si las muestras van a ser evaluadas dentro de un mes o dos, el fenol puede ser omitido.

D. Metodologia.
1) Preparacién.
a) Acondicionamiento de la muestra. Medicion de los diametros para determinacion de factores de
encogimiento.
b) Observacion de la direccion de emergencia de la fibra.
c) Obtencion de submuestras.

2) Corte.
a) Realizar cortes de entre 25 - 30up para H y de 35 pm para VT.
b) Recoger los cortes de piel en agua destilada en forma seriada. En ella pueden permanecer de un dia
para otro.

3) Montado.

a) Con una aguja histologica se pasan brevemente los cortes por alcohol 100° y nuevamente se
colocan en agua destilada para su aplanamiento (en H).

b) Se montan en un porta objetos gelatinizado previamente (gelatina al 5%) y se cubren con un papel
de filtro embebido en formalina (formol al 10%).

¢) Se retiran los papeles de filtro en el momento 6ptimo (ausencia de brillo) que permita retirarlos y

que los cortes queden fijos en el portaobjetos.
d) Se colocan los porta objetos en formalina (pueden permanecer hasta 48 hs.).

4) Coloracién.
a) Pasar los porta objetos por agua corriente durante 5 min. para lavar la formalina.
b) Tincién de Azul de Nilo al 0.5% durante 5 min.
¢) Lavar con agua corriente (2 lavados).
d) Colocar montante acuoso de Kaiser para su montado definitivo.
e) Eliminar el exceso de gelatina cuando esté seca con una hoja de afeitar y limpiar con alcohol
acido.

2.3.2. Cortes Verticales Longitudinales (VL).

A. Equepamientos.

- Lupa (40x - 100x) 1
- Aguja histolégica
- Pinza de depilar 2



- Tijera 1

- Afeitadora 1
- Frascos de corte varios
- Hojas de afeitar varias
- Pipeta Pasteur 2
- Erlenmeyer 1
- Porta objetos varios
- Cubre objetos varios
- Papel secante varios
- Bafio Maria 1

B. Soluciones.

A e

Solucion fijadora de formalina al 10%.
Azul de Nilo 0.25%.

Montante de Kaiser.

Alcohol 96°.

Agua destilada

C. Metodologia.

1)

2)

3)

4

Depilacion: a un costado de la lupa , sobre el papel secante, se cortan la fibras al ras con una tijeray
ayudado de una pinza. Luego con la afeitadora, y ayudado de una aguja histologica presionando el
cilindro de piel, se elimina el resto de fibra, tal que se pueda observar sin inconvenientes la direccion
de emergencia de las fibras bajo la lupa.

Corte: bajo la lupa y sobre papel secante, se observa la direccion de las fibras para poder realizar el
primer corte por la mitad y paralelo a la direccion de emergencia. Este se realiza con una hoja de
afeitar fina, uno de cuyos filos se protege con cinta. Ayudado con la aguja histologica y siempre bajo la
lupa se procede a cortar en movimientos de "baiven". Una mitad se regresa a su frasco original y con la
otra se realizan diversos cortes verticales. El grosor debe ser tal que el foliculo se observe dentro. Se
realizan 6 a 8 cortes. Cada corte de piel se va colocando en un frasco de corte con formol salino (para
una momentanea observacion). Se realizan 2 o 3 cortes por filo de hoja de afeitar.

Tincioén: se lavan los cortes con agua destilada en el mismo frasco, y posteriormente se agrera el
colorante hasta sumergir los cortes. Estos permanecen 3-4 min. hasta adquirir la coloracion adecuada .
Montado: pasado el tiempo de tincion se lavan los cortes con agua agregando esta y extrayéndola 2-3
veces. Con una pinza se coloca sobre el porta objetos (con su correspondiente numero de
identificacion), 3-4 cortes. Se los acomoda en el mismo sentido. A continuacion se colocan gotas de
montante hasta cubrir los cortes y se coloca el cubre objetos. El montante fue colocado a Bafio Maria.
Se deja endurecer y aclarar por el tiempo de 48-72 hs. Por ultimo se lava el material con agua destilada
y alcohol.
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