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El método de diafanizado o transparentado es una técnica para aclarar los tejidos blandos
de pequefios organismos bajo estudio, ya que igualando el indice de refraccion de la luz
al interior del cuerpo se pueden observar estructuras internas como el tejido 6seo o
cartilaginoso (Rivera Gomez et al. 2016, Jesus & Rodriguez 2019, Megias et al. 2024).
El proceso de aclarado de tejidos consiste en eliminar lipidos, pigmentos y otras
sustancias que dificultan el paso de luz (Megias et al. 2024). Si bien no existe un
protocolo Unico para transparentar organismos bioldgicos (Jesus & Rodriguez 2019), los
primeros y mas comunes métodos se basan en la utilizacion de soluciones alcalinas
(hidréxidos de potasio, amonio y sodio) para la aclaracién del tejido blando, muchas
veces combinado con la tincion de tejido 6seo con rojo de alizarina y cartilaginoso con
azul de alcian, para darles mejor contraste y visibilidad (Dawson 1926, Brown 1967,
Rivera Gomez et al. 2016, Arambarri 2018, Reed et al. 2019).

Otros métodos actuales para aclarar tejidos se basan en la utilizacion de solventes
organicos y detergentes hidrofilicos (Megias et al. 2024). Asi se utilizan solventes como
el tetrahidrofurano, el diclorometano y el tetrahidrofurano con éter dibencilico (Erturk et
al. 2012). Los métodos basados en detergentes, principalmente sopanina o Triton X-100
o disolventes como 3DISCO (iméagenes tridimensionales de drganos limpiados con
disolventes) reducen el indice de refraccion de los tejidos organicos al eliminar los lipidos
contenidos en el interior de las células (Muntifering et al. 2018, Yu et al. 2021). Sin
embargo, muchos de estos compuestos mencionados estan restringidos en varios paises
y su manipulacién tiene riesgos para la salud humana y el medio ambiente. En el caso
especifico de Bolivia, la mayoria de los reactivos estan clasificados como sustancias
controladas (segun la Ley de Régimen de la Coca y Sustancias Controladas), lo que
dificulta enormemente su adquisicién, incluso para fines cientificos y en pequefias
cantidades. Por otro lado, los colorantes cominmente usados para la tincion de tejidos,
como el rojo de alizarina y el azul de alcian (Sandoval et al. 2015, Moreno Guerra et al.
2020) no se encuentran 0 son muy caros, por su parte Moreno Guerra et al. (2020) han
propuesto opciones como Bixa orellana para la tincién en huesos. Frente a estas
limitaciones, en este trabajo se propone y prueba un meétodo alternativo para la
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diafanizacion de tejidos blandos con productos de limpieza de uso doméstico y la tincion
de otras estructuras con colorantes vegetales. Estos estan disponibles en casi cualquier
comercio de productos para el hogar, a un bajo costo y sin requerir medidas especiales
de seguridad al manipularlos. Algunos estudios taxondmicos ya han aplicado con éxito
variantes de este método en peces (Drawert & Ergueta 2024).

La efectividad de los productos se evalud en una muestra de pequefios vertebrados (14
peces de 8 especies, 1 renacuajo, 1 gecko, y un murciélago; Figura 1) conservados de
forma convencional para colecciones cientificas humedas (Tabla 1: Espécimen y
Longitud cm). Los especimenes fueron inicialmente fijados en formaldehido al 4%
durante 1 dia, luego remojados en agua durante 1-2 dias, y finalmente conservados en
alcohol etilico al 70% excepto el gecko y murciélago que quedaron por un dia en formol.
Antes del proceso de diafanizacion, los especimenes fueron enjuagados y remojados en
agua durante 12 a 24 horas para eliminar la mayor cantidad posible del conservante (Reed
et al 2019). Para evitar que afecten el proceso de transparentado, se extrajeron las
escamas a los peces, los érganos internos a todos los especimenes (excepto al renacuajo),
y luego de dejar reposar por un dia en el producto desengrasante, la piel y los drganos del
murciélago.

Synbranchus marmoratus Trichomycterus sp.

~ Myotis sp.

Hemidactylus mabouia

Hylidae (renacuajo)
Figura 1. Los nueve tipos de especimenes antes del tratamiento.

Las pruebas se realizaron con siete productos de limpieza doméstica y un protocolo
basado en hidréxido de sodio (NaOH al 4%, segun Rivera Gomez et al. 2016). Estos
fueron un limpia vidrios (Olal), un anti sarro para bafios (Ola2), un limpia pisos (Surfl),
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cuatro desengrasantes o quita-grasas (Ola3, Surf2, Todo Brillo y Bristar) y soda caustica
destranca tuberias (Tabla 1, Figura 2).
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Figura 2. Productos de limpieza utilizados en la diafanizacion: Olal: Ola Maximus Limpia
Vidrios, Ola2: Ola Maximus antisarro, Surfl: Surf para piso, Ola3: Ola Mé&ximo
Anti-Grasas, Surf2: Surf para cocina jelimina grasa sin esfuerzo, Todo Brillo: Todo
brillo-quita grasa, Bristar: Bristar poder desengrasante, y NaOH: Soda Céaustica.

Los especimenes fueron sumergidos en los productos de limpieza sin diluir y en la
solucién de NaOH al 4%, dentro de frascos transparentes de PVVC (policloruro de vinilo)
de 500 ml, hasta que el proceso de aclarado de los tejidos blandos hubiera alcanzado su
nivel méaximo de transparencia (Tabla 1, dias expuesto). Algunos productos de limpieza
Ilevan colorantes en su composicion original (Yianakopoulos & Pagnoul 2014; Peitersen
& Griese 2018), pero ademas se probaron tinciones alternativas para el tejido éseo como
Bixa orellana, propuesta por Moreno Guerra et al. (2020). En tres casos se usO B.
orellana, el colorante para comidas urucu (5 g de semillas), y en uno Curcuma longa, el
condimento llamado palillo (5 g en polvo). Estos fueron mezclados con el producto
desengrasante, agitandolos y dejandolos reposar por un dia, y luego colando la mezcla
antes de introducir el espécimen a tratar. Concluido el proceso de aclarado y/o tincion,
las muestras se guardaron en glicerina liquida para su conservacion y posterior
observacion (Sandoval et al. 2015, Rivera Gémez et al. 2016).

46



Kempffiana 2025 21(2): 44-52

RESULTADOS

Los cuatro productos desengrasantes (Ola3, Surf2, Todo Brillo, Bristar) y la solucion de
NaOH diafanizaron los tejidos de los especimenes tratados, mientras que los otros tres
productos, no (Tabla 1). Olal limpia vidrios, Ola2 antisarro y Surfl para pisos dejaron
opacos los especimenes de Creagrutus sp. tratados, y ademas, los tifieron de color azul
(Surfl) o de color fucsia (Olal). Uno de esos especimenes que luego se colocd y mantuvo
en Ola3 quita grasa transparent6 en 4 dias y se desintegré a los 10 dias.

El tiempo de espera para un buen transparentado y tincion dependio del tamafio y espesor
del espécimen, y en los mas pequefios (de 1 cm), el cambio se empez6 a notar a las doce
horas. Los especimenes de Poecilia reticulata, bajo los cuatro productos desengrasantes
y el NaOH (Tabla 1), mostraron tejido epitelial y muscular diafanizados, aunque no
perfectos. En todos los casos el musculo mantuvo una coloracién amarillo palido
traslicido que permitia observar claramente el tejido 6seo (Figura 3 a, b, ¢, d, €). En tres
casos se uso también un colorante: Todo Brillo + Bixa, Ola3 + Curcuma y NaOH + Bixa
(Figura 3 f, g, h), donde los musculos transparentados y los radios blandos se
oscurecieron un poco y viraron al rojo, y los huesos aumentaron su contraste y visibilidad.

Tabla 1. Especie y tamafio de los especimenes tratados con ocho productos y dos colorantes
(Bixa y Curcuma), durante 3-5 dias de exposicion y resultados de diafanizacion.

ESPECIMENES LoNG CMm ProDUCTOS TINCION DIAS EXP. RESULT DIAF.
5 Ola1 maximus limpia vidrios 4 No
Creagrutus sp. 45 Ola2 maximus antisarro 4 No
Surf1 para pisos 4 No
Ola3 maximus quita grasa 3 Si
3,5 Surf2 grasa cocina 3 Si
3,6 Todo Brillo quita grasa 3 Si
o 3.1 Bristar desengrasante 3 Si
Poecilia reticulata ] )
4,2 Soda caustica NaOH 3 Si
35 Todo Brillo quita grasa Bix 3 Si
2,9 Ola3 maximus quita grasa Cur 3 Si
34 Soda caustica NaOH Bix 3 Si
, 9 Ola3 maximus quita grasa 4 Si
Astyanax bimaculatus , .
15,5  Surf2 grasa cocina 5 Si
Synbranchus marmoratus 1 Ola3 maximus quita grasa 4 Si
Trichomycterus sp. 6 Surf2 grasa cocina 4 Si
Larva Hylidae 55 Ola3 maximus quita grasa 4 Si
Hemidactylus mabouia 7 Ola3 maximus quita grasa Bix 4 Si
Myotis sp. 8 Todo Brillo quita grasa Cur 5 Si
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Figura 3. Poecilia reticulata tratada con cuatro productos desengrasantes a) Ola3, b) Surf2, c)
Todo Brillo, d) Bristar, €) NaOH, f) Todo Brillo +Bixa, g) Ola3 + Curcuma, h) NaOH
+Bixa.

Los dos individuos de Astyanax bimaculatus adquirieron una coloracién amarillo
trasltcida con Ola3 y Surf2, donde se pueden observar las vértebras (Figura4 ay b). La
pequefia anguila Synbranchus marmoratus, cambid también a un color amarillento
translicido con Ola3, y se aprecia el cuerpo, las estructuras de la columna vertebral y la
cabeza (Figura 4 c). El bagrecito Trichomycterus sp. tratado con Surf2 adquirié un
transparentado amarillento translicido donde se aprecian poco los huesos, pero bien los
radios y la cabeza (Figura 4 d).

El espécimen de gecko Hemidactylus mabouia tratado con Ola3 y colorante Bixa resulto
bien transparentado y con los huesos de su mano y térax teflidos de color amarillento
(Figura 5 a). El renacuajo de la familia Hylidae tratado con Ola3 transparento sus tejidos
blandos como para apreciar sus vértebras y la formacion de huesos de las patas (Figura 5
b). Por ultimo, el murciélago Myotis sp. tratado con Todo Brillo y Curcuma dio como
resultado musculos transparentados y los huesos tefiidos de rojizo, donde se observa bien
el torax, las patas y cola (Figura 5 c). Los especimenes diafanizados se conservaron
inmersos en glicerina, 1o que mejord el transparentado con los dias, y permitio la
observacion de huesos y radios, su identificacion con lupa binocular y fotografia con
detalles.
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Figura 4. Astyanax bimaculatus tratada con a) Ola3, b) Surf2; c) Synbranchus marmoratus
cuerpo, columna y cabeza tratada con Ola3, d) Trichomycterus sp. tratado con Surf2
cuerpo poco transparentado.

Figura 5. a) Hemidactylus mabouia tratada con Ola3 + Bixa, b) Larva de Hylidae tratada con
Ola3, ¢) Myotis sp. tratado con Todo Brillo + Curcuma.
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DISCUSION Y RECOMENDACIONES

Los compuestos mas usados para transparentar tejidos blandos son el hidréxido de
potasio (Reed et al. 2019, Moreno Guerra et al. 2020), el hidréxido de sodio (Rivera
Gomez et al. 2016), tensoactivos como el dodecilsulfato sddico (SDS), solventes como
etanol, alcohol de bencilo, tetrahidrofurano (THF) y el diclorometano (DCM)
(Muntifering et al. 2018 & Yu et al. 2021). Algunos de estos se pueden encontrar en los
productos desengrasantes de cocina (Yianakopoulos & Pagnoul 2014; Peitersen & Griese
2018), que, como el hidroxido de sodio, los tensoactivos o solventes son componentes de
algunos de los productos aqui usados, pero que no constan de manera detallada o
comparable en la etiqueta de las distintas marcas.

Los tres productos no desengrasantes utilizados no transparentaron los tejidos blandos de
las muestras Creagrutus sp., pero si tifieron de color los especimenes, mientras que con
Ola3 ‘maximus quita grasa’ se logro transparentarlos a los cuatro dias. Sin embargo, este
desengrasante desintegrd la muestra a los diez dias y dejo sélo restos de huesos,
demostrando que no sirve como conservante y que es riesgoso sobrepasar el tiempo de
exposicion. Los cuatro productos desengrasantes (Ola3, Surf2, Todo Brillo, Bristar) y el
NaOH transparentaron todos los especimenes en 3 y 4 dias, excepto la sardina Astianax
y el murciélago que necesitaron 5 dias. Las muestras diafanizadas se conservaron bien
en glicerina liquida, y se not6 que con el tiempo su tono amarillento se fue aclarando,
mas aun, si se les renovaba este conservante. Reed et al. (2019) mencionan que la
glicerina al 100% mezclada con hidroxido de potasio aumenta el transparentado de las
muestras y que con un poco de cristales de timol se evitan los hongos. Para mejorar el
aclarado se recomienda dejar las muestras en glicerina expuestas a la luz, siempre
observando hasta qué punto de aclarado se requiera llegar, y luego en un lugar cerrado
con poca luz.

La tincién de huesos con Bixa orellana, que ya se habia usado en combinacion con
hidroxido de potasio (Moreno Guerra et al. 2020), igualmente funciond con hidréxido de
sodio y con el desengrasante Todo Brillo. Ademas de Bixa, el otro colorante tradicional
Curcuma longa también se combind con dos desengrasantes, que permitieron apreciar
con mejor detalle los huesos en Poecilia reticulata (Figura 3), Hemidactylus mabouia y
Myotis sp. (Figura 5). La combinacion de Todo Brillo con Bixa oscurecié un poco los
musculos, pero brindé un mejor contraste de huesos y radios (Figura 3 f) y fue utilizada
para el conteo de vértebras y branquiespinas en la descripcion de Austrolebias accorsi y
A. ayoreode (Drawert & Ergueta 2024). ElI condimento comestible palillo, Curcuma
longa tiene potencial en la tincién de huesos, pero necesita una mejor examinacion.

La soda caustica (hidréxido de sodio al 99%) es un compuesto que se consigue en tiendas
a un mayor precio que una botella de desengrasante, se debe conservar seco y en un
ambiente controlado, hay que diluirlo con precision (4% o 10%) y tener precaucion en el
manipuleo porque puede producir quemaduras e intoxicacion. En cambio, los productos
desengrasantes domesticos son mas economicos, faciles de manipular y conservar, pero
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deben elegirse sin o con escaso colorante (o diluirlo con glicerina) y vigilarse los tiempos
de exposicién para no dafiar los especimenes. Los cuatro productos desengrasantes
disponibles en Bolivia transparentaron tejidos blandos de manera similar a la soda
caustica, pero con menor costo y riesgo en su manipuleo.
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