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1. Centro Andaluz Superior de Estudios Marinos (CASEM)

1.1 Ubicacion

El centro andaluz superior de estudios marinos, conocido como CASEM, se localiza en la
Avenida Republica Arabe Saharaui, s/n, 11510 en Puerto Real, Cadiz. (Figura 1)
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Figura 1: Visual de google maps de la localizacidn del centro.

Su largo tamafio y curiosa forma de hélice lo distingue de los edificios de su alrededor, los
cuales incluyen los centros donde se estudian las carreras relacionadas con las ciencias puras
y educacion. (Figura 2)
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Figura 2: Fotografia aérea del campus de Puerto Real. [1]

Aqui se muestra también un plano del campus, donde puede observarse con diferentes
colores la localizacion de los diversos edificios y centros que conforman la universidad de
Puerto Real. (Figura 3)
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Figura 3: Plano del campus de Puerto real. [2]
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1.2 Historia

La UCA fue fundada el 15 de septiembre de 1965, pese a no contar con un espacio fisico para
impartir las clases hasta el 30 de octubre de 1979, fecha en la cual se constituyé el primer
Claustro. Durante los primeros afios de su creacion las clases se realizaban en los locales de la
iglesia de Don Rua, y posteriormente se compartid espacios con el Colegio Externado de San
José.

Con el aumento constante de la matriculacion, en 1968 se decidid adquirir un terreno propio
donde erigir el futuro campus universitario, al sur de la capital. Desde 1990, se ha ido
ampliando con nuevos edificios para cubrir la demanda constante; la nueva Facultad de
Filosofia y Letras, el Complejo Andaluz Superior de Estudios Marinos, la Facultad de Ciencias
Econdmicas y Empresariales; la Facultad de Ciencias del Trabajo y el Aulario La Bomba. En
Jerez, se inaugurd en 2004 el nuevo campus, acogiendo la Facultad de Derecho; y la escuela
de Ciencias de la Salud en el Campus de Algeciras. Ademas, desde el afio 2014, el campus
también cuenta con la Escuela Superior de Ingenieria. [3]

1.3 Entorno

El Campus de Puerto real se localiza en un entorno natural privilegiado, pues se encuentra
rodeado por el Parque Natural de la Bahia de Cadiz y el centro geografico de los municipios
que conforman la Mancomunidad de la Bahia de Cadiz. Este campus acoge la mayor
concentraciéon de centros cientifico-tecnolégicos, creando un entorno industrial que incluye
grandes empresas de sectores tan importantes como el metallrgico, de automocion,
electrdnico, aerondutico, naval y de agroalimentacién. (Figura 4)

Se trata de un campus muy bien comunicado al poder accederse a él mediante transporte
publico, utilizando las lineas de autobuses directas desde cualquier poblacion de la Bahia.
Ademas, se halla estratégicamente situado en el corazén de ésta junto al nuevo puente de la
Constitucion de 1812.

También cuenta con un apeadero de RENFE en el campus, lo que proporciona un acceso
continuo y rapido desde cualquier localidad de la Bahia y de Jerez.

Este Campus estd constituido por seis centros universitarios; la Escuela de Ingenieria Naval y
Ocednica, la de Ingenierias Marina, Nautica y Radioelectrdnica, Superior de Ingenieria,
Facultad de Ciencias, de Ciencias de la Educacién y de Ciencias del Mar y Ambientales. Donde
pueden estudiarse la totalidad de 22 titulos de grado relacionados con estas ramas de
conocimiento.

Cabe destacar que se trata del Unico campus del sistema de universidades espafiol en el cual
es posible cursar todas las titulaciones relacionadas con los estudios del mar. Ademas, en éste
se ubican las especialidades cientifico-tecnoldgicas dedicadas a los estudios marino-
maritimos, los cuales cuentan con numerosos grupos de investigacion en el centro. [4]
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Figura 4: Embarcadero del rio San Pedro, parque de los Torufios. Localizado a espaldas del
campus. [5]

1.4 Organigrama del centro

La universidad de Cadiz es una institucion metddicamente organizaday con una clara jerarquia
que puede observarse en la imagen inferior (Figura 5). Como componente principal de la
cadena de mando nos encontramos al rector, de quien dependen los diversos vicerrectorados,

gerencia y secretaria general de la institucidn.
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Figura 5: Organigrama de Gobierno de la Universidad de Cddiz. [6]
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1.5 Organigrama del personal

En el caso que nos ocupa, debemos hablar de la organizacién del departamento de biologia.
En este, se puede observar una gestion general realizada por el director del departamento, de
quien dependen los profesores y técnicos que llevan a cabo los diversos proyectos de
investigacion y la realizacion diaria de las practicas para los estudiantes.

Dentro de un grupo de investigacidn se encuentra el equipo que se muestra a continuacién
(Figura 6)

. 4
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¢ L.P en formacion a la docencia e
¢ Prey Post doctorales investigacion (A2)

| E= \

¢ Estudiantes * Técnico superior de
universitarios formacidn profesional
¢ Alumnosde master en practicas.

Figura 6: Organigrama del personal interno.

1.6 Trabajo del laboratorio

El laboratorio desarrolla una investigaciéon sobre los ciclos de alimentacién y reproduccién del
atun azul (Thunnus thynnus) en el Estrecho de Gibraltar. Para ello, se realizan analisis del
contenido del estdmago de los individuos y de los isdtopos estables de nitrégeno y carbono.

El andlisis de los isétopos estables de higado y musculo se utiliza para establecer las relaciones
troficas de la especie. Estos nos proporcionan informacién acerca de la dieta del individuo y
los patrones de alimentacién producidos durante un periodo de tiempo determinado, para asi
poder conocer sobre los cambios de poblaciones en la cadena trdfica y las variaciones
alimenticias del atin durante su ciclo bioldgico segun sus necesidades energéticas.

El personal investigador del laboratorio se encarga del desarrollo del proyecto preparando las
muestras para su liofilizacidn y posterior molturacién para el andlisis de isdtopos. Ademas, el
personal técnico se ocupa de las mismas funciones cuando se requiere y de prestar su apoyo
a los docentes cuando es necesario, por ejemplo, para la realizacién de las practicas de los
alumnos de la universidad. [7]
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Relaciondndose con la histologia, se analizan cortes histolégicos de las gdnadas de los
individuos, evaluando de esta forma su madurez reproductiva. Asi que podemos mencionar
que el trabajo que el alumno ha desarrollado durante estas practicas ha sido:

e Proceso de inclusidn de muestras y bloques de parafina.
e Corte histoldgico con el micrétomo.
e Tincién de muestras.

El trabajo realizado durante estas practicas se desarrollé en el laboratorio 610, area de
zoologia, del edifico de CASEM, perteneciente al departamento de Biologia.

1.7 Areas del departamento

El Departamento de Biologia es uno de los mds importantes de la UCA, tanto a nivel docente
como de investigaciéon y cuenta con mdas de 70 miembros repartidos entre personal
investigador, técnico, docente y gestor.

Alberga 5 Areas de Conocimiento, las cuales son impartidas en los grados de Ciencias del Mar,
Ciencias Ambientales, Enologia, Biotecnologia y Quimica; éstas son: Ecologia, Zoologia,
Fisiologia Vegetal y Antropologia Fisica.

Muchos de los proyectos de investigacion que se llevan a cabo en el Departamento han sido
publicados en las revistas cientificas mas prestigiosas, con una gran variedad de estudios
relacionados con: la biologia evolutiva en ecosistemas mediterraneos, limnologia, o diferentes
aspectos sobre la oceanografia bioldgica [8]. También sobre la biologia de peces, cuyo
proyecto en desarrollo por el equipo de Zoologia ya ha sido mencionado en el apartado
anterior y del cual pueden encontrarse numerosos articulos.
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1.8 Mapa del centro

El edificio del Centro Andaluz Superior de Estudios Marinos (CASEM) esta compuesto por un
sétano, una planta baja y hasta una tercera planta, divididas en tres areas A, By C, ademas
de la cupula que ha sido transformada en una sala de estudio. La actividad de las practicas se
realiza en el laboratorio numero 20, perteneciente al drea de Zoologia. (Figura 7)

Figura 7: Mapa de la primera planta de CASEM.

2. Técnica Manual: Tincidon de hematoxilina-eosina

2.1 Prolegdmeno:

2.1.1 Introduccion

La tincién de hematoxilina-eosina consiste en una técnica de coloracién que combina los
colorantes hematoxilina y eosina. Estos actuan a la perfeccién al combinarlos pues uno es un
colorante basico, la hematoxilina, y la eosina se trata de un colorante acido.

Esto se refiere a la afinidad de los colorantes; la hematoxilina, al tratarse de un colorante
basico, catidnico, tefiira estructuras acidas, como los nucleos celulares, mientras que la
eosina, anidnico, tefiird estructuras basicas, como el citoplasma de las células. Es por esta
razdn que se trata de la técnica de referencia para las tinciones histoldgicas, pues permite
diferenciar en dos colores las diversas estructuras celulares, permitiéndonos obtener
informacién sobre las caracteristicas, forma y estructura celular de una muestra tisular.
(Figura 8)
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HEMATOXILINA

Colorante basico que tifie
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EOSINA

Colorante acido que tifie
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y/o carboxilos ionizados)

- Filamentos citoplasmaticos
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Figura 8: Esquema de la tincion Hematoxilina-eosina

Se tefiirdn de un azul violeta intenso las estructuras acidas, y de un rosado-rojizo las basicas.

[9]
2.1.2 Antecedentes histoéricos

La mezcla de hematoxilina-eosina se dice que fue introducida por Wossowzky en el 1875 por
primera vez. Hasta entonces se utilizaban por separado. Pero también ha sido atribuida a
Reynaud en 1876 y a Busch en 1878.

El uso de la eosina era comun a finales del siglo diecinueve. Se utilizaban indistintamente dos
tipos: la eosina By la eosina Y, pues las diferencias entre ambas eran apenas visibles durante
las tinciones. Su utilizacién en la histologia ha sido atribuida tanto a Dreschfeld como a Fischer
en la década de 1870. Por otro lado, la hematoxilina fue introducida de forma independiente
por F. Zur Bohmer en Munich en 1865, siendo utilizada entonces junto a alumbre como
mordiente, obteniéndose una distintiva pero imprecisa tincién para los nucleos celulares. [10]
[11] [14]

2.1.3 Articulos de investigacion

2.1.3.1 Deteccion de biofilms con la tincion de hematoxilina-eosina

Los biofilms son comunidades de microorganismos que crecen embebidos en una matriz de
exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo. Se trata de la forma
habitual de encontrar a las bacterias en la naturaleza. [12]

Un articulo del 2010 asegura que la hematoxilina-eosina puede ser utilizada para detectar la
presencia de biofilm bacteriano en pacientes con sinusitis crénica. Esta enfermedad consiste
en la hinchazén o inflamacién de los espacios dentro de la nariz y la cabeza, los senos
paranasales, durante un periodo de tiempo superior a tres meses pese al tratamiento. Sus
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causas mas frecuentes son las infecciones bacterianas, producidas por lo comun en la
superficie de la membrana mucosa.

Las dificultades mds importantes durante el diagndstico se presentan por lo complicado que
resulta identificar las especies bacterianas del biofilm, pues en este pueden existir mas de un
tipo de éstas. Ademds de que poseen varios mecanismos de defensa, impidiendo en ocasiones
la respuesta frente a antibidticos. Las bacterias residentes de un biofilm viven en una
comunidad protegida por una sustancia extracelular polimérica y tridimensional que
constituye el 90% del volumen y que comprende mas del 50% del contenido de carbono total.
Las especies bacterianas mas comunes en los biofilm implicados en las enfermedades
sinonasales son Staphylococcus y Pseudomonas.

Durante el estudio, realizado por varios autores, se afirmé que la técnica de tincidn de la
hematoxilina-eosina si es un método fiable para la identificacidn de estos grupos bacterianos,
pues éstos fueron detectados en 15 de 24 pacientes con sinusitis crénica, y en uno de los diez
pacientes control. [13]

2.1.3.2 Modlificacion de la tincion hematoxilina-eosina para su uso con resinas Epoxy.

Las resinas de tipo epoxy se utilizan para la realizacién de cortes que seran observados con un
microscopio electrénico de transmisién. Por ello, se debe obtener secciones ultrafinas, y para
conseguirlo se necesitard endurecer enormemente el tejido; funcién que cumplen este tipo
de resinas, que se infiltran en el tejido de forma liquida, para posteriormente polimerizar sin
afectar a la estructura celular de la muestra. [16]

La tincién de hematoxilina-eosina es por lo comun utilizada en cortes de bloques incluidos en
parafina, pero existe un procedimiento que modifica la tincidon para poder ser utilizada
también con aquellos cortes que procedan de bloques realizados con resinas epoxy. Para ello
se realiza:

1. Una fijacion con glutaraldehido.
2. Una post-fijacion con tetradxido de osmio.
3. Infiltracién de resina epoxy, se embebe el tejido.

Con los cortes obtenidos del bloque, se realiza a continuacion:

1. Un tratamiento con H202 al 4% durante 4 minutos.
2. Lavadoy secado.
3. Teiiir con hematoxilina segun Gill 11l a 372C durante 90 minutos.

4, Lavado.
5. Pavonado con hidréxido de amonio durante 1 minuto.
6. Lavado.

7. Tefiir con eosina Y al 1% durante 5 minutos.
8. Enjuagar con etanol al 100%.
9. Continuar con el proceso de deshidratacidn y posterior montaje con Permont.

Durante la observacion se podrd comprobar que tanto los colores como la calidad obtenida
seran similares a los presentes en tinciones de hematoxilina-eosina realizadas en cortes
estandar de bloques de parafina. [15]
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2.2. Objetivos de la técnica

%

_)
_)

Tincidn de rutina para cortes histolégicos por la facil identificacidon de células y
estructuras.

Tincién de fibras nerviosas gruesas.

Tincién en coprocultivo para la identificacion de amibiasis por Entamoeba histolytica
y Entamoeba dispar. [9]

2.3. Material y reactivos

El material utilizado para la tincién de hematoxilina-eosina es el mismo que se utilizaria al
realizar cualquier otra tincidn, lo que engloba:

Papel de filtro, para cubrir la superficie y evitar manchas provocadas por los
colorantes.

Cubetas de tincion.

Cesta para los portaobjetos, asi se sostendran mientras se va cambiando de cubeta.
Cubreobjetos.

Por otro lado, en cuestioén a los reactivos:

Etanol de 509, 702, 802, 902 y 100¢9.
Xileno.

Hematoxilina de Mayer.

Eosina.

Agua destilada y del grifo.

Medio de montaje Eukitt.

Antiguamente, los colorantes y sus componentes eran realizados por rutina en el laboratorio,
pues los reactivos ya preparados y comercializados eran caros y dificiles de encontrar. No es
de extraiar entonces que la forma mdas econdmica de realizar la tincion de hematoxilina-
eosina fuese preparando los colorantes uno mismo, practica que aun se sigue llevando a cabo
a dia de hoy [17] (Figura 9). La forma de preparar la hematoxilina y la eosina es la siguiente:

Hematoxilina de Harris

NouvswnNe

Eosina

Disolver 1gr de hematoxilina en 10-12 ml de etanol absoluto.

Disolver 20gr de aluminio potasio sulfato (SO4)AIK en 400 ml de agua destilada.
Calentar las dos soluciones al fuego temperatura maxima) y llevar a ebullicién.
Retirar del fuego y afiadir 0.5 gr de éxido rojo de mercurio (Mercurio Il 6xido)
Volver a colocar al fuego y llevar a ebullicion.

Retirar para que se enfrie y guardar en nevera.

Filtrar y guardar en frasco topacio.

Disolver 0.25 gr de eosina en 50 ml de agua destilada.
Anadir 50 ml de etanol absoluto.
Agitar y afiadir 2 gotas de acido Acético.
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Figura 9: Hematoxilina y Eosina preparadas en frascos topacio.

2.4. Tipo de técnica

La técnica de tincién de hematoxilina-eosina provee una clara imagen para comprender en
profundidad la microestructura de los 6rganos y tejidos. La hematoxilina tifie de forma precisa
componentes nucleares, incluyendo la heterocromatina y los nucléolos, mientras que la
eosina colorea los componentes citoplasmdaticos, como el colageno, las fibras elasticas,
musculares o las células sanguineas. [17]

Por la claridad de observacion que proporciona esta tincién, ademads de la facilidad de su
preparacion y utilizacidn, es de lejos la de preferencia a utilizar para procedimientos de rutina
por los patdlogos. Incluso pueden variarse algunos tiempos durante la tincién para controlar
la intensidad con la que las muestras seran tefiidas, lo que proporciona un enorme control
para obtener los resultados de preferencia y asi, a posteriori, poder realizar una cémoda
observacion.

2.5. Muestra utilizada y obtencién de la misma

Las muestras utilizadas durante el procedimiento de las practicas fueron génadas de atun
(Thunnus Thynnus) de diversos especimenes. (Figura 10y 11) [Anexo 1]

Es preciso que cada ejemplar del cual se extraen las muestras esté claramente identificado
por su especie, por un numero, fecha y lugar de captura para que asi no se mezclen después
los datos. Ademas, éstos son los que van reflejados en el etiquetado de las muestras para
histologia.

Al localizar las génadas se distinguen de la siguiente manera: los ovarios se encontrardn como
numerosas estructuras esféricas que pueden llegar a abarcar hasta el 70% del peso total. Por
otro lado, los testiculos pueden abarcar hasta el 12% del peso total. En individuos maduros
éstos tienen la apariencia de un drgano blanco y suave que se encuentra suspendido en la
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pared dorsal del cuerpo. Si las génadas no son visibles, entonces se trataria de un espécimen
inmaduro.

Por otro lado, si las gdnadas estan desarrolladas, se procede a determinar el sexo del ejemplar.
Estas se pesan y para el estudio histoldgico, se extraen del animal recién muerto y se
conservan en formol tamponado. Es de interés que las fracciones obtenidas para cortes
histolégicos comprendan porciones tanto de las partes distales como del interior de la génada,
para examinar las diferencias en el tamafio y maduracién de los oocitos.

Figura 11: Muestras talladas; testiculo a la izquierda y ovario a la derecha.

2.6. Preparacion de las muestras

Se considera la preparacion de las muestras como una serie de métodos y técnicas utilizados
para que, al final del proceso, sea posible estudiar las caracteristicas morfoldgicas de los
tejidos. Los pasos a seguir son los siguientes:
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Figura 12: Esquema del procesado de muestras

Tras obtener las muestras a procesar se continda con la fijacién, la cual sirve para mantener
su estructura celular y molecular en el mismo estado que cuando se recoge la muestra. Para
ello, se sumerge la muestra un minimo de 48 horas en formol 35-40% en tampdn fosfato 0.1M
y pH: 7.5. La proporcién del fijador es 1:9. Tras la fijacidon la muestra se vuelve mas consistente,
se podria proceder con el tallado, que consiste en la seleccién de la parte mds representativa
del tejido o continuar con la muestra entera. Y una vez fijada la muestra, se enjuaga para
eliminar el exceso del fijador, luego se realizan bafios de etanol 50% y 70%, se deja en este
ultimo como conservante.

La deshidratacion se realiza para poder incluir mas tarde la muestra en parafina, pues ésta es
hidréfoba. Se realizan bafios de etanol crecientes y se termina con xilol, un agente aclarante
que sustituye al etanol y que es miscible en parafina. Este tltimo debe ser desechado en un
recipiente para disolventes no halogenados, y siempre se debe manipular en campana.

La inclusion es el proceso por el cual se elimina por completo el agua del tejido, sustituyendo
ésta por un componente sélido que mantenga su estructura y que impida su fragmentacion
durante el corte, ademas, endurecera el tejido y servird para su preservacion. La sustancia
mas comun es la parafina, la cual se infiltra en estado liquido para que tras el proceso de
enfriamiento se obtenga un bloque sélido en el cual se halle el tejido.

Los procedimientos y fotografias de cada uno de los pasos se pueden encontrar en el anexo
2.

2.7. Corte al micrétomo

Los micrétomos son instrumentos de precisidén con los que se obtienen cortes de tejido de un
grosor determinado y uniforme, lo suficientemente delgados para ser examinados bajo el
microscopio (Figura 13). El grosor del corte puede ser modificado, para desbastar se utiliza 12
um, y para el corte 7 pm.
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Figura 13: Area de trabajo, con un micrétomo de tipo minot y un bafio de flotacion.

Los utilizados para cortar preparaciones de parafina son los mds comunes, los de tipo minot,
y se componen de varias partes: una cuchilla, un portamuestras y un sistema mecanico que
permite acercar el bloque de parafina a la cuchilla, a la distancia que corresponda con el grosor
de la seccién que se desee obtener, previamente establecida en la pantalla superior girando
la ruedecilla, y realizar el corte. [12]

El procedimiento de corte de muestras puede encontrarse en el anexo 3.

2.8. Tincidon de hematoxilina-eosina

Es la tincion mds utilizada en histologia para cortes en parafina. Utiliza un colorante bdésico y
otro acido para tefir de diferente color las estructuras acidas y bdsicas de la célula. El
procedimiento puede realizarse con cubetas de tincion, soportes donde caiga el exceso de
tinte o baterias de tincidn, la cual ha sido utilizada durante esta prdctica debido a su
comodidad. (Figuras 14 y 15)

Figura 14: Bateria para la rehidratacion de la preparacion y su deshidratacion tras la tincidn.
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Figura 15: Cubetas separadas para la tincion, escurriendo las preparaciones del colorante

eosina.

Los pasos a seguir son los siguientes:

1. Primero se debe eliminar el exceso de parafina, para lo cual se realizan dos bafos de
xilol durante 10 minutos.

2. A continuacidén, hay que rehidratar la muestra, se prepara una bateria de hidratacion
gue consiste en alcoholes de concentraciones descendentes:

a.
b.
c.
d.
e.

Etanol 100% 10 minutos.
Etanol 100% 10 minutos.
Etanol 90% 10 minutos.
Etanol 70% 10 minutos.
Agua corriente 10 minutos.

3. Se procede con la tincidn. Se debe recordar filtrar los colorantes antes de utilizarlos
para evitar que se adhieran a las preparaciones cualquier impureza que pudiesen
contener. (Figura 16)

Figura 16: Filtrando los colorantes eosina y hematoxilina.

Para ello, se filtran con papel de filtro sobre un embudo en un matraz Erlenmeyer;
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a.
b.
c

d.

Teiiir la preparacidon con hematoxilina filtrada durante 6 minutos.

Lavar la muestra en agua corriente durante 10 minutos.

Teiiir con eosina filtrada durante 1-2 minutos (segun la actividad de la eosina)
Si la actividad es muy fuerte, lavar en agua destilada muy rapido.

4. Antes de proceder con el montaje se debe realizar una bateria de deshidratacidn para
la correcta conservacién de la preparacion.

a.

-0 oo o

Rapido enjuague en etanol 70%.
Etanol 90% durante 3-4 minutos.
Etanol 100% 10 minutos.

Etanol 100% 10 minutos.

Xilol 10 minutos.

Xilol 10 minutos.

5. Para la conservacién y posterior observaciéon de la preparaciéon al microscopio se
utiliza el Eukitt como medio de montaje. Estos se caracterizan por un secado rapido,
una optica cristalina, una baja fluorescencia, un indice de refraccion ideal, una buena
fluidez y un bajo encogimiento. Las preparaciones son estables durante muchos afios
sin agrietarse ni descolorarse. Ademas, este medio de montaje es incoloro y no
modifica ni la forma, estructura o color del material a examinar. Los pasos a seguir

son:

Mantener los portaobjetos en xilol mientras se realiza el montaje para evitar
el secado de la preparacion.

Escurrir con cuidado el exceso de xilol presionando los bordes de portaobjetos
sobre un papel de filtro.

Orientar hacia arriba el portaobjetos sobre un papel de filtro. Para ello se
debe procurar escribir la identificacion de la muestra con lapiz, ya que la tinta
de boligrafo podria emborronarse o desaparecer debido a los procesos de
deshidratacién.

Afadir una gota justo sobre el tejido, y tras escoger el cubreobjetos del
tamafio adecuado, ir soltandolo poco a poco encima con el soporte de un palo
o varilla para ir haciendo presion y evitar que se formen burbujas de aire que
puedan dificultar la observacién al microscopio. (Figuras 17 y 18)

Figura 17: Depositando una gota del pegamento sobre la preparacion tefiida.
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Figura 18: Presionando el cubreobjetos sobre la preparacion con el pegamento.

e.

Se deja secar overnight (durante toda la noche) y, una vez solidificado el
pegamento, se rasca los restos que pueda haber rebosado por los bordes.
Por ultimo, se procede a la observacién al microscopio, donde se realizan

fotos de la preparacidn.

2.9. Resultados

Se tefiiran de un azul violeta intenso las estructuras acidas y de un rosado-rojizo las basicas:

Material  genético

Hematoxilina Violeta azulado de la célula

e C(Citoplasma

e Tejido conjuntivo
Eosina Rosa anaranjado e Estructuras que

rodean y sostienen a
la célula

2.9.1. Individuo hembra

Los ovocitos de los peces se desarrollan a partir del epitelio del Iimen del ovario. Se distingue
el ovocito como el conjunto del nucleo y ooplasma rodeado del oolema (envuelta vitelina) y
zona radiada; las dos capas que originan el corion. El foliculo es el ovocito junto a los tejidos
gue lo envuelven: granulosa, teca y epitelio superficial en un foliculo maduro y pared folicular.

El desarrollo de los ovocitos comprende: crecimiento primario, alveolos corticales,
vitelogénesis y maduracién. (Figura 19) [19]
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Figura 19: Partes diferenciadas de un ovocito y un foliculo.

otras pueden

7

Las fotografias obtenidas durante la observacion son las siguientes

encontrarse en el anexo 5:

Figura 20: Imagen al microscopio de ovario de atin 2,5x
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Figura 22: Imagen al microscopio de ovario de attn 10x

Las lineas blancas que se muestran en el interior de las células corresponden a un error
durante la realizacién del corte al micrétomo. Se requiere de un ritmo constante al girar la
manivela. Si en algin momento se fuerza o se ralentiza esta rotacion, puede provocar estas
pequefias grietas sobre la muestra. (Figura 22)
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Figura 24: Imagen al microscopio de ovario de attin 40x

Al observar estas fotografias se puede concluir que se trata de un ovario inmaduro, pues las
células se encuentran muy poco desarrolladas, apenas ocupando un tercio del espacio. [Anexo
4]

Dato curioso, en la figura 24 se puede observar la aparicién de la vitelogénesis. Esta se
caracteriza por la aparicién de esferas o glébulos llenos de vitelo. Al principio los granulos son
de pequeiio tamafio y se hacen mayores al avanzar este estado. Las esferas de vitelo pueden
mantener su integridad a lo largo de toda la fase de crecimiento del ovocito, fusionandose al
final formando una masa fluida continua, que le da a los ovocitos su tipico aspecto
transparente. [19]

2.9.2. Individuo macho

Durante el ciclo reproductivo de ejemplares macho de atun, como sucede en otros teledsteos,
la espermatogénesis incluye una serie de transformaciones complejas que sufren las células
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germinales o espermatogonias hasta transformarse en espermatozoides, las cuales se

resumen en 4 fases [20]:

1.

v wnN

Espermatocitogénesis o Fase de activacién gonial que incluye a las espermatogonias
(Ay B).

Fase de 12 division meidtica. Incluye a los espermatocitos I.

Fase de 2 2 division meidtica. Incluye a los espermatocitos II.

Fase de Espermiogénesis. Incluye al estadio de espermatidas.

Fase de Espermiacién. Una vez finalizada la espermatogénesis, los espermatozoides
maduros son liberados del epitelio seminifero a la luz de los tubulos.

Figura 25: Imagen al microscopio de testiculo de atin 2’5x

En las fotografias se distinguen dos zonas diferenciadas, la zona germinativa a la derecha,
lugar donde se lleva a cabo la espermatogénesis (produccién de espermatozoides). Y la zona
tubular a la derecha, por donde se desplaza el esperma hasta el centro, el conducto
espermatico principal, que se encargara de expulsarlo al exterior. (Figura 25)

Figura 26: Imagen al microscopio de testiculo de atun 10x
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Figura 27: Imagen al microscopio de testiculo de atun 40x

Figura 28: Imagen al microscopio de testiculo de attn 40x

En relacién al anexo 4 se puede afirmar que se trata de un testiculo inmaduro, pues la
celularidad es escasa en la zona germinativa.

2.10. Reconstruccion de fotografias

Durante la toma de fotografias al microscopio solo es posible capturar secciones especificas
de la preparacion, siendo incapaz el técnico de poder observar el corte en su totalidad.

Gracias a la tecnologia es posible remediar esto. Durante las practicas se utilizd un programa
de edicion fotografico para conseguir obtener una imagen de la preparacidn al completo. Para
ello, se realizaron multitud de fotografias de cada seccidn, las cuales unié en una sola imagen
el programa. (Figuras 29y 30)
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Figura 30: Imagen al microscopio de corte de testiculo de atun. Hematoxilina-eosina 4x

2.11. Comparacion con la tincién de Cajal

Los métodos tricromicos se utilizan para la identificacién de fibras coldgenas y musculo.
Durante las practicas se prepard y utilizd esta tincidn para el estudio de unos cortes de una
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anémona desconocida. La técnico del laboratorio trabaja en una reconstruccién de las
fotografias de las secciones para la identificacion de la especie de la anémona.

También se tifieron algunas preparaciones de atin con la misma técnica, pero pese a que es
utilizada en cortes de ovarios humanos, las fotografias resultaron borrosas y dificilmente
identificables. Las fotografias tomadas pueden encontrarse en los anexos. [Anexo 6]

3. Conclusiones

Y/
0'0

Y/
0'0

Y/
0'0

La técnica de tincién de la hematoxilina-eosina consiste en un procedimiento rapido y facil
que cualquier laboratorio de investigacion puede realizar. Los colorantes utilizados
pueden realizarse en el mismo laboratorio a través de disoluciones con los componentes
solidos, lo cual evita que los colorantes a utilizar se echen a perder, pues pueden
prepararse poco tiempo antes de comenzar con el procedimiento.

La tincion de hematoxilina-eosina es ampliamente utilizada con muestras incluidas en
parafina o procesadas por congelacion. Ademas, también es posible modificarla para
poder ser utilizada con muestras incluidas en resinas epoxy. Esto le otorga una gran
versatilidad.

Se utiliza de forma regular como tincion de rutina para cortes histolégicos debido a la facil
identificacion de células y estructuras. También es de utilidad para la observacion de fibras
nerviosas y para la identificacién bacteriana de Entamoeba histolytica y dispar en los
coprocultivos. Esto es debido a su capacidad de teilir componentes tanto baséfilos como
aciddfilos.

La hematoxilina-eosina no es una tincién comunmente utilizada para la deteccién de

biofilms debido a la complejidad del proceso, pero un estudio demostré que ésta si que
es un método fiable para la deteccién de estos grupos bacterianos.
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5. Anexos

Anexo 1. Thunnus thynnus [21]

Thunnus thynnus es un pez 6seo, de gran tamafio, comestible, muy apreciado y de gran
importancia comercial. Presente en todo el litoral andaluz, es una especie conocida por todos
los informantes entrevistados. En todas las encuestas obtuvimos respuestas y las confusiones
fueron minimas.

La denominacién mas frecuentemente empleada es atun, que encontramos en todos los
puertos del drea de estudio, seguida de atun rojo, que también se emplea por toda la costa
en alusién al color rojo de la carne. Atun viene del drabe tun, que a su vez procede del latin
thunnus 'atun' y este del griego thynnos 'atun' (Corominas y Pascual, 1980).

En El Puerto recogimos atun azul, para indicar que se trata del atun "de almadraba", o "atun
auténtico". Informantes de Caleta de Vélez especifican que este atun es "el de la orejilla chica
(aleta pectoral pequefia)", para diferenciarlo de Thunnus alalunga, el orején (Ayamonte), que
tiene las aletas pectorales muy largas.

Figura 1: Thunnus thynnus. Atun azul.

aletas pectorales

quilla

ojos pequetios
central

7-9 pinnulas

Figura 2: Caracteristicas comunes del atun azul.
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Como ocurre con otras especies de gran valor econdmico, al atun recibe varios nombres segin
el tamafio de los ejemplares, expresado enpeso, pero no hay consenso en las
denominaciones léxicas. Asi, en El Terrdn, llaman:

e atunilloy cachorreta ("el cachorro del atun"), es el ejemplar pequefio, de 2 a 20 kg;

e atuarro ("el hijo del atun"), o atin un poco mas grande, que pesa de 20-30 a 40 kg
("dos atuarros es igual a un atun", dicen);

e atun, de mas de 50 kg.
Sin embargo, en Barbate, Rodriguez-Roda (1960) distingue entre:
e cachorreta, que tiene 6-7 kg,

e albacora (no confundir con Euthynnus alletteratus ni con Thunnus alalunga), que pesa
entre 10y 12 kg,

e atuarro, de 45a 50 kg, y
e gtun, cuando tiene mas de 50 kg.

En Algeciras llaman cimarrén al atin muy grande, de 200 a 300 kg "y mas". Cimarrdn es un
americanismo con varios significados, entre ellos, 'salvaje, silvestre', probablemente derivado
de cima, por los montes a donde huian los cimarrones (Corominas y Pascual, 1980). Para los
ejemplares muy grandes de atun tal vez se refiera a su apariencia voluminosa, fuerte y salvaje
que recuerda a los animales que reciben este mismo calificativo: caballos cimarrones, cabras
cimarronas, etc.

Los nombres en negritas son neologismos de ICTIOTERM para la ictionimia andaluza.

En la bibliografia ictionimica para Andalucia, Medina Conde (1789) cita tollina y tofiina en las
costas de Malaga, variantes de atun que vendrian de la forma primitiva de rematar a golpes a
los atunes una vez que se sacaban de las redes de las almadrabas, ya que tollina es 'paliza' y
'castigo a golpes'. Alvar (1989) recoge zarda en San Fernando y atun janco en Algeciras.
Creemos que se trata de confusiones debidas a la escasa calidad de las imagenes mostradas a
los informantes. Zarda (sarda) corresponderia a Euthynnus alletteratus y atun janco a Thunnus
alalunga.
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Anexo 2. Preparacién de las muestras

2.1. Fijacion

Las muestras obtenidas para su estudio histolégico son fijadas para mantener la estructura
celulary molecular en el punto inicial de recogida de la muestra. Este proceso no sélo preserva

estas estructuras, sino que ademas asegura que éstas permanezcan invariables durante los
diversos procesos a los que se someterd la muestra

La fijacion debe realizarse inmediatamente, pues el paso del tiempo puede secar el tejido y
acelerar el proceso de autolisis, la rotura celular.

Para este proceso se sumerge la muestra un minimo de 48 horas, o0 mas si la muestra es de
gran tamafio, en formol 35-40% en tampoén fosfato 0'1M y pH: 7’5. La proporcion de este
fijador es de 1:9, 1ml de fijador por 9ml de tampdn.

Para preparar el tampdn fosfato:

Tampon fosfato 0,1 M pH 7,2
900 ml 450 ml 1800 ml
3,93 g NaH,PO4H, (pm=| 1,866 g NaH,PO4H, (pm=| 7,86 g NaH,PO4H, (pm=
156,01) 156,01) 156,01)
9,171 g Na,HPO, (pm=|4,586 g Na,HPO, (pm=| 18,342 g Na,HPO,; (pm=
141,96) 141,96) 141,96)

Tras la fijacién la muestra se vuelve mas consistente, se podria proceder con el tallado, que
consiste en la seleccion de la parte mas representativa del tejido. En este caso, y tratandose
del sector de la investigacidén, de este proceso se encarga el mismo técnico, hay que tener en
cuenta que en el sector sanitario el tallado siempre lo realiza el personal facultativo.

Una vez fijada la muestra se lava con agua corriente del grifo o destilada, con lo cual se retira
el exceso del fijador. Se pueden realizar de 2 a 3 lavados de 5 minutos cada uno. Tras ello, se
deja durante 1 hora en etanol al 50%, y luego pasa a etanol al 70%, en el cual se puede dejar
la muestra mas tiempo debido a su propiedad de conservador.

2.2. Deshidratacion

A continuacién, se comienza con el proceso de deshidratacién. La mayoria de los medios de
infiltracidn, como la parafina con la que se realizan los bloques, son hidréfobos, asi que el agua
debe ser eliminada del tejido antes de procesarlo. Para ello, se va reemplazando el agua de
forma gradual con un solvente organico, el etanol (Figura 1). Se procede de la siguiente forma:

o Alcohol de 90% durante 1-2 horas.
e Alcohol de 100% durante 1-2 horas.
e Alcohol de 100% durante 1-2 horas.
e Alcohol de 100% durante 1-2 horas.
e Xilol durante 20 minutos.

e Xilol durante 20 minutos.
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Figura 1: Preparando el cambio a etanol 100%.

Los cambios de etanol pueden verterse al fregadero, pero el xilol se debe desechar en un
recipiente adecuado para disolventes no halogenados. Ademas, el cambio de xilol siempre
debe ser realizado en campana debido al riesgo de aspirar gases. (Figura 2)

Figura 2: Realizando el cambio de xilol en campana de flujo laminar.

El xilol consiste en un agente aclarante que permite sustituir al deshidratante, el etanol, por
una sustancia miscible en el medio de inclusién.

Para obtener las secciones finas que son necesarias para la observacién de una muestra se
requiere el endurecimiento de ésta. Tras el proceso de fijacidon se obtiene una consistencia
gue permite realizar cortes de 20 a 30 um. Ya que son necesarios cortes aun mas finos, se
procede con la inclusion.
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2.3. Inclusion

Es el proceso por el cual se elimina al completo el agua en un tejido, sustituyéndola por un
componente sélido que permita mantener la estructura de éste, impidiendo su fragmentacién
durante el corte. Se realiza para endurecer el tejido, consiste en infiltrar la muestra con una
sustancia liquida que tras un proceso de enfriamiento se solidificara sin afectar a la calidad del
tejido. Ademas, también sirve como medio de preservacién de la muestra por un largo periodo
de tiempo. La sustancia utilizada mds comun es la parafina.

Tras retirar el xilol, se lleva la muestra a la parafina, previamente calentada en estufa a 56-
572C. Se deja la muestra 1h en parafina, se cambia por parafina limpia transcurrido el tiempo,
este nuevo bafio debe durar un minimo de 2h, pero es recomendable que dure toda una
noche para asegurar una buena infiltracién. Se realiza entonces el montaje de las muestras en
los moldes para los bloques, proceso que también puede llevarse a cabo con ayuda de un
parafinero (Figura 3). Se deja que solidifique para entonces desmontarlos con unos ligeros
golpes (Figura 4). Antes de colocarlos para el corte con el micrétomo es recomendable
dejarlos en la nevera, pues con el calor la parafina puede ablandarse y dificultar el corte
preciso de la muestra.

Figura 4: Blogques de parafina sdlidos y ya desmontados.
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Anexo 3. Corte al microtomo

Antes de comenzar a cortar con el microtomo se puede retallar el bloque para hacer una
pirdmide truncada. Con este proceso se considera cudl de las caras del bloque sera la primera
qgue entre en contacto con la cuchilla, ademas de escoger una buena orientacién para las
secciones de corte una vez se coloque en el portaobjetos. En este caso, al tratarse de muestras
grandes que necesitaban todo el ancho del bloque, no se realizé este retallado, sino que se
orientaron los cortes en el bafio de flotacién antes de colocarlos sobre el portaobjetos. (Figura
1)

" ﬁﬂﬁﬁj
B L e i
D

Blogue listo
para cortar DESBASTADOD . PFiramide truncada

Figura 1: Proceso de retallado para realizar la pirdmide truncada y de desbastado.

Se entiende por desbastado al proceso de eliminacién del espesor de parafina que existe entre
la superficie del bloque y la muestra. En el momento de retirar toda esta parafina se utiliza
otra cuchilla, preferiblemente gastada, pues se trata de eliminar el sobrante y asi podra
reservarse la cuchilla afilada para la realizacion del corte, consiguiendo alargar la vida util de
ésta. (Figura 2)
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Figura 2: Cambio de cuchilla para comenzar con el corte. Cuchilla para desbastar marcada

conD.

A continuacidn, para la realizacion del corte:

1.

Se debe colocar el bloque de parafina sobre el portabloques y orientar la cuchilla. Para
ello, se hace descender el brazo del portabloques hasta que la superficie del corte
entre en contacto con la cara interna de la cuchilla. Se prueba la precisién de la
orientacién observando si al mover la palanca de rotacidn, la muestra se aleja o acerca
a la cuchilla, incluido el angulo. Si no se asegura que el bloque y la cuchilla estén
paralelos, puede ocurrir que se corte una zona del bloque antes de otra, incluso no
conseguir un corte real y romper la muestra. Una vez realizado esto, se debe
comprobar que el bloque y la cuchilla se encuentran de forma paralela.

Una vez obtenida la orientacion adecuada, se fija el bloque de parafina al
portamuestras. A continuacion, se fija el portacuchillas, utilizando como guia también
el bloque de parafina. La orientacion de la cuchilla la indicard el dngulo de la misma
respecto al bloque. El dngulo medio se encuentra entre los 10 y 15 ¢, y se ajusta
utilizando las palancas de la base del portacuchillas.

Se selecciona también el grosor del corte utilizando como guia la ruedecilla situada
arriba a la derecha del equipo, junto al panel donde se muestra el grosor
numéricamente.

Se retira la proteccion de la cuchilla y se comienza a desbastar el bloque de parafina,
una vez se observe que los cortes traen consigo parte de la muestra, se retiran éstos
con un pincel para despejar la superficie. Para este procedimiento se utiliza un grosor
aproximado de 12 um. (Figura 3)
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Figura 3: Desbastando el bloque de parafina.

Se continla con la realizacién de los cortes, se ajusta el grosor a 7 um, girando la
ruedecilla siempre a la derecha, y se comienzan a realizar los cortes del bloque. Para
ello, se deben realizar movimientos rotatorios y continuos del volante de avance, para
asi obtener una tira continua de cortes que, con la ayuda de las pinzas, se van
sujetando para que no se plieguen unas con otras.

Una vez que se obtiene la tira de cortes del tejido, se pasa a la cartulina negra con las
pinzas, donde con la ayuda del bisturi se realizan cortes sobre las diferentes secciones
de la tira para asi obtener un Unico corte. (Figura 4)

Figura 4: Cortes colocados sobre cartulina negra para su separacion.

Posteriormente, se toma un corte y se pasa al bafio de flotacién con la ayuda del pincel
con la punta previamente humedecida. En este apartado se debe tener especial
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atenciéon ya que, es imprescindible colocar la cara brillante del corte hacia la
superficie. (Figura 5)

Figura 5: Cortes introducidos en el bafio de flotacion.

Tras rotular con el lapiz un portaobjetos, se comienza a tomar los cortes introduciendo
éste hasta casi hundirlo dentro del bafio, levantandolo con un dngulo inclinado una
vez la muestra esté colocada en su superficie.

Una vez terminado, se colocan los portaobjetos sobre una superficie lisa para permitir
gue terminen de secarse y adherirse las muestras. Pueden dejarse sobre el borde del
bafio de flotacion siempre y cuando se tenga cuidado de no tirarlos, ya que con el
calor que éste desprende podran secarse mas rapidamente. (Figura 6)

Figura 6: Cortes ya colocados en los portaobjetos, secdndose.

PAGINA 37



Anexo 4. Estado de madurez gonadal utilizado en peces [18]

Peces en general

Peces planos (sélo para hembras)

1. Inmaduro (EMS I): testiculos y ovarios muy
pequeiios y delgados. Testiculos de aspecto
blanquecino, ovarios traslucidos sin ovocitos a simple
vista.

1. Inmaduro: ovarios muy finos y poco desarrollados.
No ocupan toda la longitud del cuerpo. No se ven
ovocitos.

2. En desarrollo o recuperaciéon (EMS Il): ovarios y
testiculos formados pero de pequefio tamafio. Ovarios
de color débilmente rosaceo o amarillento, sin
ovocitos a simple vista.

2. En desarrollo: ovarios mas grandes, pudiendo
ocupar todo el cuerpo. Color anaranjado. Con ovocitos
opacos.

3. Prepuesta o maduracién (EMS Ill): ovarios y
testiculos mas gruesos y formados. Ovarios de color
naranja o naranja-amarillo, siendo visibles los ovocitos
a través de la membrana ovarica dandole aspecto
granulado, pero sin presencia de ovocitos hidratados.
Testiculos de color blanco.

3. Prepuesta: ovarios muy desarrollados, ocupando
todo el cuerpo. Se empiezan a ver ovocitos
traslucidos.

4. Puesta o maduro (EMS IV): ovarios y testiculos
ocupando casi toda la cavidad abdominal. Ovarios de
color naranja con bastante vascularizacion,
observdndose ovocitos maduros grandes vy
transparentes listos para la puesta. Testiculos de color
blanco y aspecto lechoso. Una ligera presion
abdominal es suficiente para hacer fluir los huevos o
el esperma.

4. Puesta: ovarios llenos de ovocitos traslucidos. Los
ovocitos discurren con una leve presion del cuerpo.

5. Postpuesta (EMS V): notable reduccion de las
gbnadas, de aspecto laxo y vacio. Ovarios de color rojo
oscuro, conteniendo restos de ovocitos que no han
alcanzado la maduraciéon y que degeneraran.
Testiculos con vestigios de hemorragias que les
confieren un color blanco muy oscurecido.

5. Postpuesta (opacos): ovarios flacidos, con restos de
ovocitos. Génadas atrésicas, muy vascularizadas.

PAGINA 38



Anexo 5. Fotografias

Figura 2: Imagen al microscopio de ovario de attn 40x
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Figura 3: Imagen al microscopio de ovario de attn 40x
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Anexo 6. Tincidn tricromica de Cajal

Reactivos:

e Fucsina basica de Ziehl

1gr de fucsina basica (diamante) y 5gr de fenol (5ml) en 10 ml de etanol de 96% y 90 ml de
agua destilada.

e Picrico-indigocarmin

Disolver 0.4gr de indigocarmin en 100ml de una solucién saturada de acido picrico (1.5gr)

e Agua acetificada

Acético al 0.3-0.5% en agua destilada.

Procedimiento:

7.

Colorear durante 10-15 minutos a temperatura ambiente con una solucion 1:9 de
Fuscina de Ziehl y Agua destilada (maximo de la actividad de la tincién de 48 horas)
Enjuagar el exceso de colorante en una cubeta con agua acetificada una o dos veces.
Colorear durante 10 minutos con la tincidn picrico-indigocarmin.

Diferenciar el exceso de colorante en 3 pasos de alcohol. El primero de 70% y los dos
restantes de 100.

Al final del ultimo alcohol de 100 los cortes deben tener una tonalidad gris perla a gris
celeste.

Cuando consigamos esta tonalidad, se pasan rdpidamente a una cubeta con xilol,
donde se para la diferenciacion. Las muestras deben entrar suavemente en el xilol
para no crear turbulencias.

Si esta ultima es de aspecto lechoso significara que la deshidratacién de los cortes no
ha sido completada y probablemente hayamos perdido el resultado esperado.
Finalmente, los cortes se montan con eukit.

La coloracidn que se observara en la anémona es la siguiente:

Mesoglea Celeste
Musculatura Verde
Epitélios Rosados
Células granulosas y nematocistos Rojo intenso
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Figura 1: Imagen al microscopio de anémona desconocida. 4x
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Figura 2: Imagen al microscopio de anémona desconocida. 40x
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Figura 3: Imagen al microscopio de ovario de atun 10x.
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Figura 5: Imagen al microscopio de testiculo de atun. 40x
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