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Presentacion

Bienvenido este Manual de Técnicas de Histoquimica Basica del Dr:
Claudio Montero, Profesor Investigador en el Departamento de Ana-
tomia Patologica de la Facultad de Medicina de la Universidad Auito-
noma de San Luis Potosi.

Bienvenido este libro que es como un respiro ante la avalancha de
publicaciones acerca de la estructura de la célula y de la miriada de
interacciones de los genes, las cuales pareceria que quisieran despla-
zar a las técnicas basicas de la microscopia optica. Y no es asi. Técni-
cas de coloracion y de reaccion histoquimica siguen siendo base para
el enfoque inicial del estudio normal y anatomopatologico del ser hu-
mano, y la pauta para proponer estudios mas elaborados y complejos.
Bienvenido este Manual, cuyo contenido es de interés y de utilidad para
muy diversos sectores de las ciencias de la salud. Desde luego, para los
departamentos de Anatomia Patologica, para aquellos que no cuentan
todavia con un laboratorio de histoquimica y para los que va lo tienen.
Para los laboratorios de histologia y para las escuelas y laboratorios
de quimicos farmacobiologos.

Bienvenida esta publicacion porque su utilidad, a mas de cubrir los
aspectos practicos de estas técnicas (que van desde el procesado basi-
co de los tejidos para su estudio adecuado), esta disenado para propi-
ciar el desarrollo de talleres de histoquimica, como bien lo hace resal-
tar el autor en el prologo, donde los alumnos realicen sus propios estu-
dios sobre cortes histologicos y los observen al microscopio.




Bienvenido este Manual gue constituye un modelo de plancacion y de
organizacion, en donde todos los temas se desarrollan de manera logi-
ca y concreta, diria yo con una nitida claridad (como deben ser las
buenas preparaciones histologicas).

Bienvenido este Manual que, aparte de sus bondades cientificas, ticne
la rara virtud de estar escrito con toda la propiedad del idioma, lo cual
Jfacilita grandemente las labores de revision editorial.

Bienvenmidas a la Facultad de Medicina y a la Universidad Autonoma
de San Lwis Potosi este tipo de publicaciones.

Agosto de 1997

Dr. Enrique Torre Lopez
Tefe de la Oficina Fditonal de

la Facultad de Medicina

10




ManuaL pe Teenicas pe HistoQuiMica BAsica

Dr. Claudio Montero

El doctor Claudio Montero, originario de Cadiz, Espana, pionero de la
Histoquimica, fue Jefe de Laboratorio de esta disciplina en la I'acul-
tad de Medicina de Sevilla. Aparte de sus valiosas contribuciones en ¢l
mundo hispano-americano y en el ambito internacional, el Dr. Montero
tiene estrechos lazos con México y con San Luis Potosi. De 1965 a
1968, llevo a cabo el curso de Anatomia Patologica, para profesores,
con el maestro Isaac Costero, en el Instituto Nacional de Cardiologia
de la ciudad de México. En San Luis Potosi, en 1991, después de im-
partir un curso de 18 dias, inauguro el laboratorio de Histoquimica en
el Departamento de Anatomia Patologica de la Facultad de Medicina
vy del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto. Posteriormente,
regreso en 1994 para aprovechar un ario de Beca, a nivel de excelen-
cia, del Consejo Nacional de Ciencias y Tecnologia. A partir de 1996,
el Dr. Montero se ha incorporado nuevamente a esta institucion, como
profesor investigador y como maestro de los cursos de pre y posgrado
en Anatomia Patologica.







Prologo

El presente Manual de técnicas histoquimicas esta escrito con el animo
de que sirva de ayuda a los posibles alumnos de un curso de iniciacion
en la Histoquimica, algo abandonada en estos ultimos tiempos ante el
alud de cursos y cursillos que actualmente se dedican a la difusion de
las técnicas de Biologia Molecular:

Sin pretender en lo mas minimo quitar su extraordinaria importancia a
la contribucion de esas modernas técnicas al enorme incremento de
nuestros conocimientos sobre la Biologia Celular, queremos, sin em-
bargo, hacer hincapié en el hecho de que muchos de éstos ultimos ade-
lantos se deben a técnicas intimamente relacionadas con las
histoquimicas.

Queremos anadir, ademas, que el conocimiento de los distintos aparta-
dos de la Histoquimica y sus técnicas basicas han contribuido y pue-
den seguir contribuyendo, per se, al conocimiento intimo de los meca-
nismos de multitud de reacciones, tanto a nivel celular como a niveles
subcelulares. Podriamos poner como ejemplo de lo que decimos algu-
nos de nuestros propios trabajos publicados, pero no es este ¢l momen-
to indicado para ello.

Lon los temas que componen el presente libro empezamos desarrollando
someramente el problema de la fijacion, que tanta importancia tiene
para la correcta interpretacion de los resultados de cualquier técnica
histoquimica.

dunque la coloracion histologica no se considere, estrictamente, una
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reaccion histoquimica, incluimos tres temas donde se dan noctones muy
elementales sobre colorantes y sobre las formas de union entre un co-
lorante y los cortes tisulares con que se trabaja usualmente.

Los temas propiamente histoquimicos icluyen a los metodos, para de-
mostracion de carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos, para
Sfinalizar con  tecnicas para la demostracion de algunas actividades
enzimaticas.

Queremos recalcar lo de actividades enzimaticas, porque con esas 1¢c-
nicas histoquimicas no se demuestra la enzima como tal proteina que
es, sino su actividad catalitica sobre un sustrato especifico, combinado
con uno o varios pasos mas para obtener una reaccion coloreada.
Lsperamos que este libro sirva de ayuda a lo que me parece mas im-
portante: la realizacion de talleres de Histoquimica, donde el alumno
realice sus propias reacciones sobre cortes histologicos y vea luego el
resultado al microscopio.

Quiero agradecer a la Dra. Beatriz Velasquez, directora de la I'acultad
de Medicina, ¢l apoyo y el respaldo que siempre ha prestado a este
proyecto, asi como las facilidades que tanto ella como el Dr: Reynaldo
Falcon Fscobedo, jefe del departamento de Anatomia Patologica, han
puesto a mi disposicion para su realizacion. Agradezco tambien al Sr.
Alejandro Palafox Fchevarria su extrarodinaria colaboracion en la
solucion de los problemas computacionales que se presentaron.

Y. finalmente, no quiero terminar este preambulo sin antes referirme
con profundo afecto a mi maestro, el Dr. Manuel Gutierrez, doctor en
Medicina y Cirugia y doctor en Quimica por la Universidad de Cadiz,
nuestra tierra natal comun. Il me imicio en la Histoquimica y aun
ahora me sigue ensenando a traves de la distancia. He admirado siem-
pre, v sigo aun admirando, sus extraordinarios conocimientos quimi-
cos, con los cuales me ha ayudado a mejorar este librito y por ello le
digo (GRACIAS!

San Luis Potosi, S.L.P.. Mexico, 1997

Claudio Montero
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Tema 1. Fijacion

Introduccion

Definicion.- Con la palabra fijacion queremos indicar, en nuestro cam-
po de la Histologia y de la Anatomia Patologica, el proceso mediante el
cual detenemos la destruccion de las células, que se produciria
ineludiblemente en las biopsias y, en general, en cualquier muestra de
material organico, una vez separado del organismo a que pertenecia,
por la accion de las enzimas liberadas por los lisosomas destruidos. Pero,
como dice Baker (1963), eso seria solo conservacion; con la fijacion se
pretende ademas mantener la ordenacion espacial tridimensional de cé-
lulas y fibras, que constituyen el tejido organico, lo mas parecida posi-
ble a su disposicion original: este es un ideal dificil de conseguiry, alo
sumo, solo podemos decir que quizas nos acerquemos algo a ello con
algunos procedimientos.

Los reactivos quimicos utilizados para fijar las células y fibras en la
disposicion en que estaban originariamente se llaman, pues, "fijadores"
y, en principio, los podemos clasificar en simples y mixtos o mezclas.
Iniciaremos este estudio con los fijadores simples, entre los cuales el
Jormaldehido ocupa un lugar preferente, debido a su uso predominante
en los laboratorios de Anatomia Patologica de todo el mundo.

Fijadores simples

Los fijadores se pueden clasificar, por el efecto que producen en los
tejidos sobre los que actuan, en dos grupos: fijadores no coagulantes y
coagulantes. Entre los primeros podemos incluir, por orden de impor-
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tancia el formaldehido, que ya hemos mencionado, el retroxido de
osmio, que tuvo, y aun conserva, gran importancia en la fijacion para
microscopia electronica, el bicromato potasico y el acido acetico

La lista de los fijadores primarios coagulantes es mas extensa e incluye
el metanol, etanol, acetona, acido nitrico, acido clorhidrico, acido
tricloroacetico, acido picrico, cloruro mercurico, acido cloroplatinico
v el trioxido de cromo.

Dos observaciones son, aqui, pertinentes por la importancia que tienen
en la practica diana del laboratorio 1. La solucion saturada de acido
picrico se prepara anadiendo, a una cantidad fija de agua destilada,
porciones de acido picrico y agitando, hasta que ya no se disuelva mas
y quede una pequena porcion de este reactivo, en el fondo de la botella
2 El etanol absoluto, debido a su gran avidez por el agua, absorbe la
humedad ambiental, por lo que una forma comoda de conservarlo seco
es anadir, una cantidad de sulfato sodico anhidro, que absorbe hasta 10
moleculas de agua por molecula de la sal, agitar y dejar decantar Con
una capa de sulfato sodico anhidro de uno o dos centimetros de alta,
aproximadamente, en el fondo de la botella, es suficiente

Mezclas fijadoras

Con la idea de contrarrestar los efectos de retraccion de los tijadores
coagulantes, manteniendo sus restantes cualidades conservadoras, los
histologos idearon, principalmente en la segunda mitad del siglo XIX'y
principios del XX, una serie de combinaciones de fijadores de uno vy
otro grupo  Entre dichas mezclas, mencionaremos la de Clarke (1851),
compuesta por etanol y acido acético, a la que Carnoy (18806) anadio
cloroformo que, por cierto, no contribuye apenas a cambiar el resulta-
do final, segun Baker (1963). Otra mezcla, que es muy popular en los
laboratorios de Histologia, es la de Zenker (1894), que esta compuesta
por cloruro mercurico-dicromato potasico y acido acetico, la de Bouin
(1897), compuesta por formalina-acido picrico-acido acetico y, mas re-
cientemente, la mezcla llamada B-5, que ha resultado de gran utilidad,
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segun algunos autores, para la demostracion de inmunoglobulinas en
inmunohistoquimica.

De acuerdo con Lillie (1965), el B-5 consiste en una solucion saturada
de cloruro mercurico (6%), a la que en el momento de usar se anade
formaldehido en la proporcion del 10% v/v. Para evitar el pH demasiado
acido, Lillie le afiadio acetato sodico anhidro para que quedara, en la
solucion final, al 1,25%, lo que da un pH final de 5,8 a 6,0. Un proble-
ma que hay que tener en cuenta con este fijador, como con todos los
fijadores que contengan mercurio, es el precipitado cristalino de color
negro, que se observa, por lo general, en los cortes de material fijado
con estos fijadores. Dicho precipitado, sin embargo, puede quitarse so-
metiendo los cortes, antes de su tincion, a un tratamiento con solucion
de Lugol, de 5 a 10 minutos, seguido por un tratamiento con solucion
de tiosulfato de sodio al 5% de 1 a 5 minutos, para decolorar los cortes,
que quedan de color tabaco después del tratamiento con la solucion de
Lugol.

Existe una larga serie de mezclas fijadoras, cada una con sus defectos y
virtudes y el interesado puede consultar textos como el de Baker (1963 ),
pero en los laboratorios de Anatomia Patologica rara vez se usan.

Formaldehido

Este aldehido, el primero de la serie alifatica, se obtiene a partir del
metanol y se presenta en solucion acuosa, a la maxima concentracion
que se consigue durante su fabricacion (37 a 38% p/v). Esto quiere
decir que en un litro de formaldehido comercial hay aproximadamente
370 gramos de formaldehido. Este aldehido fue introducido por Blum
(1893), como un reactivo "endurecedor" de los tejidos organicos, esto
es, como un fijador. Desde entonces se ha convertido en el fijador mas
popular en los laboratorios de Histologia y Anatomia Patologica de todo
el mundo.

LLa concentracion a la que normalmente se usa este aldehido es al 10%
acuoso, volumen a volumen (v/v). Esto se hace anadiendo a 10 ml de la
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solucion de formaldehido del comercio, 90 ml de agua destilada o del
amortiguador que se desee. Si tenemos en cuenta que en 10 ml de la
solucion comercial de formaldehido hay a lo sumo 3,7 gramos de
formaldehido, podemos hablar de una solucion al 3,7% p/v. Estas consi-
deraciones deberian tenerse siempre en cuenta y evitar asi muchos de
los errores que, a veces, se cometen, tanto en la descripcion de los me-
todos, en los articulos cientificos, como en la preparacion de las dilucio-
nes del formaldehido.

El formaldehido se usa en la practica, como hemos dicho, a la concen-
tracion del 10% v/v en agua destilada o en amortiguador fosfatos de
Sorensen, 0.05a 0,1 My pH 7,0 El tiempo de fijacion es muy variable,
sin embargo, el tiempo que se recomienda siempre es el de 24 horas En
cuanto a la temperatura, se ha usado casi siempre la ambiental y durante
algun tiempo se recomendo la del refrigerador (4°C aprox.), pensando
que asi se "moderaba" la accion del fijador, lo que permitiria unos mejo-
res resultados de las tecnicas inmunohistoquimicas. Sin embargo, la ac-
cion del formaldehido en estas condiciones esta muy debilitada, ya que,
como bien se sabe, las reacciones quimicas se enlentecen con el descen-
so de la temperatura. En nuestra experiencia, el empleo de la temperatu-
ra de 37°C mejora la fijacion y por tanto la conservacion de las estructu-
ras histologicas, pero afecta excesivamente a la demostracion de antigenos
proteicos, aunque no la impide totalmente en algunos casos

Hay que tener en cuenta que en el proceso de inclusion en parafina. que
se sigue de rutina en nuestros laboratorios, los fenomenos de retraccion
y otros artefactos que alteran la estructura histologica se deben en su
mavyor parte a la deshidratacion en etanoles de concentracion ascenden-
te, al aclaramiento en xileno y a la inclusion en parafina a 60°C. La
fijacion mas energica a 37°C durante 24 horas, como acabamos de decir,
permite al tejido poder soportar en mejores condiciones los pasos sub-
siguientes. Aunque existen una serie de trabajos que estudian estos fac-
tores, no se tiene, sin embargo, un conocimiento completo al respecto
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Respecto a la influencia del pH en la fijacion, queremos mencionar el
trabajo de Berod, e a/ (1981), en el que se perfundia formaldehido
amortiguado a pH alrededor de la neutralidad, para luego continuar con
formaldehido a pH mas alto hasta casi alcanzar un pH de 10. Segun
estos autores, el pH del lado alcalino favorece la formacion de puentes
metilénicos entre los grupos -OH del fijador y los aminos de las protei-
nas tisulares.

Uno de las mejores actualizaciones del tema de la fijacion con el
formaldehido esta en el trabajo de Fox, ef al (1985).

Para mayor precision en la preparacion de la solucion fijadora de
formaldehido es preferible partir del paraformaldehido. La forma de
preparacion es como sigue:

1. Anadir 20 gramos de paraformaldehido a 150 cc de agua des-
tilada agitando con una varilla de vidrio.

2. Calentar a 60° hasta obtener una solucion clara, anadiendo, si es
necesario, varias gotas de NaOH al 2,5%, siempre con agita-
cion. Filtrar y dejar enfriar.

3. Completar hasta 1000 cc con amortiguador fosfato preparado
como se indica a continuacion:

NaH PO, THO ... 1.80 g
WNaHPO, . THYD .. oo commmmesmnsssmmmcas s 2325¢g
NaCl ...............i.....500g
Agua destiladacsp ... 1000.00 ml

La presion osmotica del fijador asi preparado es de 440 mOsM vy el pH
debera estar alrededor de 7.3 0 7 4.

El tiempo de fijacion debe ser, para piezas de no mas de S mm de espe-
sor, de 2 a 4 horas a temperatura ambiente, seguido de un lavado con
agua destilada de 18 a 24 horas de duracion, a temperatura ambiente.
Finalmente, se procede a la deshidratacion e inclusion en parafina de la
forma usual.
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Accion "Fijadora" del Formaldehido

En general se piensa que el formaldehido actua reaccionando con gru-
pos laterales de proteinas, principalmente aminos, creando enlaces cru-
zados entre restos de cadenas diferentes, de la misma o de distintas
proteinas, lo que produciria el efecto de fijar las moléculas en estados
diferentes a como estaban en el ser vivo. Es obvio que el fijador produce
alteraciones en la arquitectura general de la célula y de las macromoleculas
que la componen; sin embargo, puesto que muchas proteinas pueden
ser demostradas por su actividad enzimatica, aun en tejidos fijados y
que, por otro lado, pueden ser demostradas como tales proteinas
antigenicas por su reaccion con el anticuerpo corresponaiente, es evi-
dente que, en muchos casos, las alteraciones no pueden ser muy impor-
tantes

Glutaraldehido

Desde que Sabatini, er al (1963) introdujeron una serie de aldehidos,
entre ellos el glutaraldehido, ha sido éste el que ha obtenido una amplia
aceptacion en los laboratorios de microscopia electronica. Su capacidad
de fijacion es mayor que la del formaldehido pero, por ello mismo, su
penetracion es mas lenta. Las primeras micras fijadas por el glutaral-
dehido, lo son en tal forma que parecen constituir una barrera para la
ulterior penetracion del fijador. Esto exige que las piezas de biopsia que
se van a fijar deban ser sumamente pequenas (1 mm cubico aproximada-
mente)

La solucion que se usa normalmente suele ser al 2,5% v/v, aunque
diluciones al 1% v/v y al 4% v/v se usan tambien con frecuencia Hay
varias formas de presentacion comercial, pero una muy corriente es al
25%, de la que se pueden obtener las diluciones requeridas disolviendo
en amortiguador cacodilato, que es uno de los mas empleados

Su molecula, constituida por cinco atomos de carbono con dos grupos
carbonilos, uno en cada extremo, lo convierten en un ligado bifuncional,
que se ha empleado tambien para marcar macromoléculas proteicas con
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otras proteinas mas pequenias. Cada uno de los carbonilos se une a sen-
dos grupos aminos, dando lugar a la formacion de bases de Schiff y
enlazando ambas moléculas entre si.

Methacarn

Finalmente, queremos referimos a una mezcla que sustituye al CARNOY
con ventaja; es el llamado METHACARN por sus autoras (Puchtler, ¢/
al,1970). Estas investigadoras, aprovechando que el metanol sube la
temperatura maxima que puede soportar un tejido sin retraerse, modifi-
can la formula del CARNOY asi: 6 partes de metanol, 3 partes de cloro-
formo y 1 parte de acido acético. La deshidratacion la realizan después
con metanol y metilbenzoato y los resultados han sido excelentes en
nuestra experiencia. Nosotros hemos observado que el metilbenzoato
puede ser sustituido por el benceno o por el tolueno con buenos resulta-
dos.
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Tema 2. Métodos diversos de procesado de los tejidos para
la microscopia optica

Introducccion
Todos los métodos de procesado de los tejidos organicos tienen un fin
similar, a saber, la produccion de cortes finos, entre 5 y 6 micras, de
superficies paralelas, que se puedan adherir a los portaobjetos de cristal,
que se emplean en microtécnica, a fin de proceder después a su colora-
cion o a las reacciones histoquimicas que se describen en capitulos pos-
teriores.
En los albores de la técnica histologica se usaban predominantemente
cortes obtenidos en los llamados microtomos de congelacion. Dichos
cortes se manipulaban, dejandolos flotar en agua destilada y cambian-
dolos de un pocillo a otro mediante agujas de histologia.
Con la introduccion de los procedimientos de inclusion en parafina re-
sulta mas facil obtener cortes finos en los microtomos especialmente
disenados para ello.
Modernamente se han introducido nuevos procedimientos de congela-
cion y corte en microtomos de congelacion llamados criomicrotomos,
que alcanzan los -25°C, asi como otros procedimientos cuya lista se da
a continuacion.

1. Congelacion con CO, y manipulacion de cortes flotantes.

2. Fijacion e inclusion en parafinas o plasticos.

3. Congelacion, liofilizacion e inclusion en parafinas o plasticos.

4. Criosustitucion.

5. Congelacion y corte en el criomicrotomo.

o
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1.- Congelacion con CO, y manipulacion de cortes flotantes en agua
destilada

Esta forma de congelacion de tejidos se usa actualmente solo para la
demostracion de grasas neutras y, en mucha menor escala, para la reali-
zacion de técnicas de impregnacion argentica.

Los cortes, una vez obtenidos en el microtomo de congelacion (con
CO,), se dejan flotar sobre agua destilada, en cajas de Petri, de donde se
trasladan, usando agujas de cristal curvado, a vidrios de reloj o a poci-
llos, que contienen las soluciones colorantes y los lavados sucesivos
Finalmente, los cortes se adhieren firmemente al portaobjeto, presio-
nando con papel de filtro sobre los mismos, después se deshidratan,
aclaran y cubren con un montante sintético.

2.- Inclusion en parafinas o plasticos

Para la inclusion en parafina de piezas fijadas en formaldehido, como se
ha descrito en el Tema 1, hemos de deshidratarlas, llevandolas a traves
de una serie de etanoles de graduacion ascendente, hasta el etanol abso-
luto. Una vez asegurados de su deshidratacion, se debe impregnar la
pieza en un disolvente de las grasas (xileno, benceno, tolueno, clorofor-
mo, etc.) tras lo cual se pueden sumergir las muestras de tejido en la
primera parafina a 59-60°C, por ejemplo, en donde permaneceran el
tiempo necesario para que penetre la parafina y se evapore el disolvente
que se haya empleado (xileno, benceno, tolueno, etc.). El paso a traves
de dos banos adicionales de parafina es suficiente, en general, para la
impregnacion del tejido v subsiguiente realizacion del bloque

Hay muchas pautas a seguir, pero nosotros damos a continuacion una
que se puede realizar manualmente en una manana, para piezas de pe-
queno tamano, que no pasen de los 3 0 4 mm de espesor

Las piezas que se han fijado durante un periodo de 24 horas, por ejem-
plo, se lavan al chorro de agua de la llave, una media hora A continua-
cion se pasan a una serie ascendente de etanoles de 70, 80y 90 % v dos
de etanol absoluto, por periodos de 30 minutos cada uno, mas dos de
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xileno de 15 a 20 minutos cada uno. Durante estos pasos, las piezas
deberan ponerse translucidas, lo que nos dira que estan bien impregna-
das por el disolvente de las grasas y listas, pues, para pasar a las parafi-
nas. Corrientemente pueden tenerse en dos parafinas a 587 0 59° por
periodos de 30 minutos cada uno. Finalmente, en una tercera parafina
estaran 2 o 3 horas o incluso toda la noche. El bloque se puede hacer
entonces a la manana siguiente, al iniciar la jornada.

Existen otras alternativas, no solo de tiempo, sino también de
deshidratantes, por ejemplo, metanol o acetona, en sustitucion del etanol.
Asimismo, actualmente, y desde hace ya algun tiempo se emplean los
procesadores automaticos de tejidos que, de todas formas, deben ser
programados segun las necesidades del laboratorio.

En cualquier caso hay que asegurarse que la pieza esté translucida, en el
altimo paso de xileno o benceno, antes de pasarla al primer bano de
parafina. Existen parafinas de bajo punto de fusion, pero en nuestro
medio, donde predominan las altas temperaturas, es preferible usar las
parafinas de 59 a 60°C de punto de fusion

Existen otros medios de inclusion. Nos referimos a los plasticos, como
el JB4 de la marca Polyscience, que se ha ensayado en algunos laborato-
rios, al parecer con buenos resultados. Nuestra experiencia a este res-
pecto es muy limitada y no nos extenderemos en este punto

3.- Congelacion, liofilizacion e inclusion en parafinas o plasticos
Los tejidos pueden ser liofilizados, despues de congelados y, una vez
hecho esto, incluidos en las parafinas adecuadas o en plasticos. El méto-
do es complejo y necesita de aparatos costosos y de uso complicado
No obstante ello vamos a explicar someramente el procedimiento

El primer paso, esto es, la congelacion, es comun con los otros dos
procedimientos que siguen a continuacion por lo que vamos a describir-
lo con algun detalle. Hay distintas formas de congelar una biopsia, pero
hemos de buscar aquella que la congele en su totalidad en el menor
tiempo posible. Existen muchos congelantes simples y mezclas conge-
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lantes nitrogeno liquido, helio liquido, freones, mezclas de sal e hielo,
etc. El nitrogeno liquido, a pesar de alcanzar los -190°C (83 K), no deja
penetrar el frio en la pieza con suficiente rapidez, debido a la capa de
ebullicion que le rodea, tan pronto entra en €l, por lo que Moline y
Glenner (1964) aconsejaron del uso de polvo de talco de la mejor cali-
dad para espolvorear la pieza, antes de introducirla en el N liquido. No-
sotros aunque hemos usado al principio este método, pasamos final-
mente a usarlo solo para enfriar el metilbutano (isopentano) contenido
en un pequeno vaso de precipitado que se sumerge parcialmente en el
nitrogeno liquido. Cuando se recibe la pieza, se descongela el metilbutano
(que congela a -160°C, 1gual a 113 K) aproximadamente hasta la mitad
de su contenido. En la interfase solido-liquida habra exactamente -160°C
y alli caera la biopsia que nos interesa congelar, en donde debe permane-
cer alrededor de 30 segundos. De alli se toma con pinzas, previamente
enfriadas a la misma temperatura y se pasa a donde se desee, en nuestro
caso al liofilizador

Preparacion previa del liofilizador - Un aparato para liofilizar piezas de
tejido organico, debe constar basicamente de una camara donde se hace
el vacio (hasta unas S atmosferas) y se consigue un frio aproximado de
-25°C (248° K). Para introducir la pieza congelada en la camara del
liofilizador, se corta brevemente el vacio, el tiempo justo de poner la
pieza en la camara y, una vez tapada, se vuelve a poner en marcha el
vacio. La lofilizacion consiste en la sublimacion del agua de congela-
cion, que impregna la pieza, la cual pasa al estado de vapor y se conden-
sa en los tubos refrigerantes del aparato. Este es un proceso lento que,
para tejidos muy ricos en agua, como los del sistema nervioso, puede
durar casi 7 dias. Un t¢jido de otro tipo puede requerir 3 o 4 dias. Algu-
nos liofilizadores disponen de un mecanismo segun el cual se va subien-
do gradualmente la temperatura hasta llegar al punto de fusion de la
parafina, que, en forma de pastilla, ocupatodo el suelo de la camara De
esta manera la pieza se sumerge en la parafina y se embebe en ella, pro-
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ceso que, a la presion de 5 atmoferas es muy rapido (cinco minutos
aproximadamente).

A pesar de todo, nosotros no hemos obtenido buenos resultados con
este procedimiento que es engorroso de llevar a cabo. Preferimos rom-
per el vacio y sumergir las piezas en parafina como se hace en la forma
habitual, en la estufa de 60°C.

Para la inclusion en plasticos no habra mas que seguir los pasos necesa-
rios de deshidratacion y aclaramiento segun el plastico de que se trate.

4.- Criosustitucion

Este método consta de los siguientes pasos: (1) congelacion de la pieza
en la forma acostumbrada (metilbutano enfriado con nitrogeno liquido),
(2) sustitucion del agua de congelacion por un deshidratante a muy baja
temperatura (usualmente -80°C) y (3) inclusion en parafinas o resinas
El primer paso ya lo conocemos. El segundo, que es la clave de ¢ste
método, consiste en sumergir la pieza recién congelada, en metanol o
etanol, acetona u otro deshidratante cualquiera, que previamente se ha
puesto en un arcon a temperatura de 80°C. Nosotros hemos seguido el
proceder de Feder y Sidman (1958) en acido picrico al 5% en etanol. Se
supone que el deshidratante retira el agua que, en forma cristalina, esta
dentro de los tejidos, sin que se altere la estructura celular.

Aqui son también necesarios varios dias para que se complete el proce-
so, tras lo cual se deja que el tejido, aun inmerso en el deshidratante,
alcance la temperatura ambiente, para proceder despues a la inclusion
en parafina o resina, en la forma acostumbrada.

Como dicen Chayen, ef al (1969), tanto este método como el de la
liofilizacion adolecen de varios defectos, entre otros, el de que nadie
sabe exactamente cuanto tiempo necesitan los tejidos para completar su
proceso de deshidratacion, asi como que se requieren costosas instala-
ciones, lo que les impide convertirse en métodos de rutina

S.- Congelacion y corte en el criomicrotomo
La congelacion de biopsias, procedentes del quirofano, para su procesa-
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do. corte en el criomicrotomo vy estudio histoquimico, cualquiera que
este sea (estudio enzimatico, inmunocitoquimico o inmunofluorescente)
requiere en primer lugar una serie de condiciones que debemos hacer
que se cumplan. En primer lugar, el tiempo transcurrido entre la extirpa-
cion de la biopsia y su llegada a nuestras manos debe ser minimo vy, al
decir minimo, queremos hacer hincapie en el ideal que seria poderla
congelar en el mismo quirofano. Hay excepciones y la biopsia muscular
es, precisamente, una de ellas, ya que entre su extirpacion y su congela-
cion es preferible que transcurran al menos 20 minutos. Pearse (comuni-
cacion personal) asi lo ha aconsejado siempre

Para el traslado de la pieza, desde el quirofano, se aconseja depositarla
sobre gasas humedas en suero fisiologico y colocadas sobre hielo pica-
do La biopsia se deposita sobre dicha gasa y se tapa con otra tambien
humedecida con suero fisiologico

Un metodo que se puede seguir es el indicado en el apartado 3 y tras la
congelacion, segun esa pauta, se coloca la muestra en la matriz de inclu-
sion colocada sobre la platina del criomicrotomo, en forma liquida y se
espera su endurecimiento en el area de enfriamiento rapido del mismo
LLa obtencion de cortes finos en el criomicrotomo, como cualquier otro
metodo de cortes finos, es una cuestion que participa tanto de una ver-
tiente eminentemente técnica, como de otra puramente habilidosa Es
obvio que la mayor experiencia, esto es, el paso del tiempo vy el trabajo
continuado durante €l, nos da como un sexto sentido para saber el cami-
no a seguir ante una situacion imprevista, pero no se puede negar que el
conocimiento profundo de la criogenia, por una parte, y de los elemen-
tos que intervienen en el corte, por otra, ayudan ampliamente a conse-
guir el fin que nos proponemos, a saber, la obtencion de cortes impeca-
bles en el criomicrotomo. Desistimos, pues, de intentar aqui seguir con
algo que solo la practica puede proporcionar, experiencia, y daremos,
a continuacion, como alternativa, un consejo util y practico sobre el
tema
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"A veces es deseable o necesario en Histoquimica, obtener cortes de
material fijado en formaldehido. Para esto hay que seguir el método de
Holt, et al. (1960), quienes afaden sucrosa al formaldehido y, después
de fijar en dicha mezcla a 4°C, en el refrigerador, durante 24 horas,
pasan la pieza a una mezcla de sucrosa y goma acacia o arabiga, otras 24
horas a la misma temperatura. Tras este tratamiento es muy facil obte-
ner buenos cortes en el criomicrotomo".

A continuacion damos el método de Holt er al (1960), segun Pearse
(1968, vol. 1, tercera edicion, pag. 602), que damos también en el Tema
16, y que es como sigue:

(a) Formaldehido amortiguado:

Formaldehido al 37-38 % ......................... 10.0 ml
Amortiguador fosfatos 0.067 M, pH 7.2 ... 50.0 ml
Sucrosa............. 75¢g

Disolver la sucrosa y completar hasta un litro con el amortiguador

(b) Sucrosa-goma arabiga o de acacia:
Mezclar en estado seco, 30 gramos de sucrosa y 1 gramo de goma aca-
cia. Este paso dispersa la goma y evita los grumos durante la solucion
Anadir agua destilada hasta completar 100 ml. Afadir un cristal de timol
y almacenar en el refrigerador. Con el cristal de timol se evita la forma-
cion de hongos.

Procedimiento de fijacion en formol-sucrosa

(1) fijar en (a) de 12 a 24 horas a 4°C, trozos delgados de 1 a 2
mm. de espesor,

(2) lavar brevemento en agua destilada,

(3) transferir a (b) de 12 a 24 horas, o mas tiempo, a 4°C.
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Tema 3. Algunos conceptos bdasicos sobre colorantes

Introduccion

Las partes constitutivas de las células y sustancias intercelulares son,
por lo general, transparentes e incoloras y no se pueden distinguir entre
si a menos que haya diferencias apreciables en el indice de refraccion
LEEUWENHOEK (1759) fue el primero que uso un colorante para
obviar este problema. Entre 1848 y 1858 se realizo un gran esfuerzo en
este sentido y de ahi en adelante aumento casi exponencialmente la ex-
perimentacion empirica de nuevos metodos de coloracion.

Algunas definiciones

En el area de la coloracion tenemos que distinguir entre "sustancia colo-
reada" y "materia colorante": la primera aunque dotada de color, no
ejerce accion alguna sobre las fibras y tejidos vegetales o animales, o
incluso en materiales sintéticos, pero las aplicaciones citohistologicas
son las que aqui nos interesan; la sustancia coloreada actuaria, pues,
como una pintura que recubre una pared, la segunda, o sea la matena
colorante reacciona de forma diferente con las células y fibras que cons-
tituyen un corte de tejido, dependiendo de su constitucion quimica vy
llegando a no reaccionar con algunos de los constituyentes tisulares, en
algunas ocasiones. Esta coloracion diferencial es la que nos permite dis-
tinguir, los elementos que integran el tejido, unos de otros.
Definiremos ahora lo que son grupos cromoforos y grupos auxocromos.

Grupos cromdforos.- Son grupos atomicos, generalmente sencillos,
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dotados de dobles enlaces, entre los cuales, por citar solo algunos, te-
nemos el grupo nitro (-NO.), el grupo azo (-N=N-) y el grupo imino
(>C=NH), los cuales cuando estan incorporados a anillos aromaticos
(benceno, naftaleno, etc ) originan los grupos CROMOGENOS ( o sea,
generadores de color); insistimos diciendo que estos grupos no son co-
lorantes pero pueden engendrar color.

Grupos auxocromos - Son grupos o radicales quimicos que anadidos a
la molécula anterior o cromogeno, le da el caracter basico o acido a la
materia colorante; entre los basicos los mas frecuentes son el -NH  y los
derivados alquilicos o arilicos y entre los acidos, el radical carboxilo
(-COOH), el radical sulfonato (-SO . H) y el grupo hidroxilo (-OH)
Finalmente, el colorante propiamente dicho tiene que venir en forma de
sal (cloruro, sulfato, acetato u oxalato, en orden decreciente de fre-
cuencia)

Batocromia e Hipsocromia

Existen, finalmente, dos conceptos, el de batocromia y el de hipsocromia,
es decir, la capacidad de ciertos auxocromos de aumentar la intensidad
del color, por ejemplo, el azul hacia el purpuray el violeta (batocromia)
o de disminuir su intensidad, desviacion hacia el amarillo (hipsocromia),
por ejemplo, los auxocromos -NH, y el -OH son batocromicos y los
radicales acilos o la pérdida progresiva de alquilos o arilos son hipso-
Cromicos

Observaciones

El uso de la nomenclatura quimica completa de los colorantes sera tan
dificil y complicado que se usan nombres arbitrarios que aluden a su
color o ala intensidad del mismo, por ejemplo, Light Green SF (C I
42095), que se traduce generalmente por Verde Luz, cuando en reali-
dad quiere decir Verde Ligero o Verde Suave Debido a la confusion
creada por el hecho de que el mismo colorante haya recibido varios
nombres por cada fabricante, ahora se prefiere usar el numero del "Co-
lor Index" (C 1.) que debe figurar en la etiqueta del frasco  Otros tienen

o]
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nombres fantasticos como, por ejemplo, Rojo Congo o Azul de Nilo.
Los nombres de los colorantes tienen a veces letras que aclaran algunos
puntos como, por ejemplo, B, del aleman Blueish (azulado), Gelb (ama-
rillento), WS del inglés "water soluble" o A, B, C para indicar que son
distintos, como en el caso de los Azures.

Clasificacion de los colorantes

Se hace atendiendo al esqueleto sobre el que van los cromoforos. Como
casi todos los colorantes deben su color a la posesion de un anillo
quinonoide, un enlace azoico o un grupo nitro, podemos decir que hay
tres grandes grupos de colorantes.

Colorantes quinonoides, que tienen la estructura basica siguiente

om0
Entre los colorantes que se incluyen en este grupo estan los del trifenil-
metano: fuchsina basica, verde de metilo, violeta de metilo, violeta
genciana, verde cristal, y verde malaquita, entre otros, todos ellos basi-

cos, y la fuchsina acida, el azul de metilo, el azul de anilina y el verde luz,
entre los acidos, cuya estructura basica es:

N/

Trifenilmetano

Los antraquinonoides, incluyen la alizarina, el rojo de alizarina, el rojo
nuclear y el acido carminico, cuyo grupo basico es:

0
Ve N\
\ ‘ ‘
N/ Vi
o
Antraquinona

Los xantenos incluyen a la pironina G que es basicay alaeosina Y, a la
ertrosina G y a la floxina que son acidas.
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su formula basica es la siguiente

H N
/N

\0/

Xanteno

Finalmente, las azinas, que incluyen tres grupos: las oxazinas, con el
azul de Nilo y el azul celestin; las tiazinas, con la tionina, el azul de
metileno, el azul de toluidina y los azures, entre otros, y las azinas, pro-
piamente dichas, como el rojo neutro y el verde Janus B. A continuacion
se dan las formulas genericas de estos grupos

Sk ULKLOLGL

Oxazinas Tiazinas Azinas

Colorantes azoicos
LLa formula basica general de los colorantes azoicos es la siguiente

I'ormula Basica de los colorantes azoicos

LLos que tienen uno solo de los grupos -N=N- se llaman monoazos. los
que tienen dos se llaman bisazos y cuando tienen tres, trisazos El nume-
ro de estos colorantes que se usan en la rutina del laboratorio de anato-
mia patologica es limitado. Los que tienen mas utilidad en estos labora-
torios son el Orange G y el Ponceau 2R (monoazo acido), Pardo Bismarck
Y (bisazo basico) y el Azul Tripano (bisazo acido)

Colorantes nitro
El color de este limitado grupo de colorantes se debe a las posiciones
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resonantes entre las dos posiciones posibles de la carga eléctrica negati-
va. El nitrobenceno tiene la formula siguiente:

0 0
+7 +/
N N\
o N
AN

Nitrobenceno
Posiciones resonantes

|

‘ y es un liquido amarillo que no contiene auxocromos y no es colorante

| Un derivado, que contiene tres grupos nitro y un grupo OH (auxocromo),
es el trinitrofenol o acido picrico, que es al mismo tiempo fijador y colo-
rante, aunque su uso como colorante es muy limitado. Su formula es
como sigue:

OH

NO,

Es un acido fuerte, considerablemente ionizado en solucion acuosa, que
va acompanado de una transposicion parcial de la molécula, segun
Hantzsch, como se indica a continuacion:

OH (0]
O.N NO, H.O O.N NO,
—=5
0
NO,< | 1%
N

Cromoforo p-quinonoide
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Tema 4. Mecanismo de union directa colorante-sustrato

Generalidades

La union colorante-sustrato, entendiendo por sustrato los tejidos orga-
nicos preparados para su coloracion, se realiza principalmente por unio-
nes electrovalentes entre grupos cationicos o anionicos del tejido con
restos anionicos o cationicos del colorante, respectivamente. Aunque
existen otras fuerzas de union no son de importancia practica para en-
tender el mecanismo de la coloracion.

Hemos dicho ya que hay colorantes basicos o cationicos, que son aque-
llos en los que el grupo que esta ionizado y dispuesto a unirse a grupos
anionicos del tejido es el radical -NH,. En el caso de los colorantes
acidos el grupo que les da dicho caracter suele ser el grupo sulfonico.
Parece obvio que si las uniones son electrovalentes, los colorantes basi-
cos se uniran con grupos acidos, esto es, con cargas negativas del sustrato
y lo contrario ocurrira con los colorantes acidos.

En el tejido existen normalmente tres posibilidades de grupos acidos:
los grupos carboxilos (-COOH) de proteinas y carbohidratos, los
fosforicos (-POH,) de los acidos nucleicos y los sulfatos (-SO H) de
los carbohidratos acidos (Scott, 1989). En cuanto a los grupos basicos,
el mas importante y que merece especial mencion es el grupo -NH_, el
grupo imidazol de la histidina y el guanidilo de la arginina, todos ellos
en las proteinas.

Dado que las uniones sustrato-colorante dependen del grado de
ionizacion de los grupos acidos y basicos de ambos componentes de la
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reaccion, es evidente que el pH es uno de los parametros mas importan-
tes a considerar en este tipo de reacciones

Influencia del pH en el grado de ionizacion del sustrato

El grado de ionizacion de grupos acidos y basicos en los tejidos depende
del pH Si el pH esta del lado acido del punto isoeléctrico, los grupos
acidos de las proteinas disminuyen su grado de disociacion y los aminos
lo aumentan. El punto isoeléctrico es el pH correspondiente a aquel en
el que los grupos basicos y los acidos estan ionizados al 50% cada uno,
por lo que en ese pH concreto no habra tincion. Si el pH de la solucion
tintorial pasa al lado basico del punto isoelectrico, los grupos aminos
estaran cada vez menos 1onizados hasta que su accion sea suprimida,
mientras que en ese rango de pH los grupos acidos estaran cada vez mas
ionizados

La supuesta determinacion del punto isoeléctrico

Como se ha dicho, el caracter electropolar de una proteina esta profun-
damente influenciado por el pH de la solucion en la que se encuentra. A
medida que disminuye el pH, el nimero de cargas positivas aumenta,
ya que los radicales acidos tienden a pasar a la forma no ionizada En
medio muy acido, la proteina es portadora unicamente de cargas posi-
tivas

Cuando el pH aumenta, se produce el proceso inverso. A un cierto pH,
el numero de cargas positivas es igual al de cargas negativas, en ese
momento la proteina, colocada en un campo eléctrico no migra ni hacia
el anodo, mi hacia el catodo. Este pH es, por definicion, el punto
isoelectrico. Esta claro que toda modificacion del pH debe influenciar
profundamente la union de las proteinas con los aniones y los cationes y
en particular con los colorantes anionicos y con los cationicos

Lison (1953) razona, sin embargo, que el punto isoeléctrico de un
sustrato proteico, entendido como el punto en el que se cruzan las cur-
vas de intensidad de coloracion de un colorante acido y otro basico
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(pag. 19 de su Traité D Histochemie et cytochemie animale) o sea el
punto de coloracion minimo para los colorantes, no es realmente el
punto isoeléctrico.

En efecto: (1) el empleo de pares diferentes de colorantes proporciona
valores diferentes para el llamado punto isoeléctrico; (2) la coloracion
varia segun la concentracion del colorante y la del amortiguadory (3) el
llamado "punto isoeléctrico”, determinado por el método de los colo-
rantes, no concuerda con el determinado por el método electroforético.
Este autor termina diciendo que no es exacto que en el punto isoeléctrico
no se tifan las proteinas y que lo que se ha llamado punto isoeléctrico,
no lo es.

Basados en las anteriores consideraciones Gutiérrez - Montero (1964)
concluyeron que seria preferible llamar, por lo tanto, "punto cromofobo”
a aquella concentracion de hidrogeniones (pH de la solucion tintorial)
en la que no existe afinidad de un sustrato determinado ni por un colo-
rante anionico ni por uno cationico.

Influencia de la fijacion sobre la coloracion

La fijacion de los tejidos que, como hemos visto, tiene una influencia
importante sobre los grupos funcionales de proteinas, en el caso de los
fijadores no coagulantes o aditivos, es indudable que va a producir una
influencia sobre los resultados finales de la tincion.

No podemos extendernos en la explicacion de la influencia detallada de
cada uno de los fijadores, por lo que solo citaremos el caso del
formaldehido, el cual, al reaccionar con grupos aminos con produccion
de puentes metilénicos, es obvio que debera disminuir en diversa medi-
da la apetencia del tejido por los colorantes acidos como, por ejemplo,
la eosina.
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Tema 5. Union indirecta del colorante con los tejidos

Introduccion

No todos los colorantes se unen a los componentes tisulares mediante
los mecanismos expuestos hasta aqui; existen algunos que lo hacen me-
diante un reactivo intermediario, el cual suele ser una sal metalica. Es-
tos colorantes no tifien por si mismos con suficiente intensidad, mien-
tras que con ayuda de estas sales metalicas se produce una intensa colo-
racion que, ademas, resiste toda una serie de tratamientos ulteriores.
Las sales metalicas que se emplean con ese fin se llaman mordientes,
porque se compara su accion con la de "morder" el tejido, mientras que
su combinacion con el colorante se llama "laca".

La gran ventaja de la tincion indirecta a través de un mordiente, con
formacion de una laca, es que una vez formado el complejo tejido-mor-
diente-colorante, este complejo es insoluble en cualquiera de los liqui-
dos que normalmente se usan en la técnica histologica.

Los colorantes que forman lacas, en particular los dos que se usan co-
rrientemente, actuan como si fueran colorantes basicos. Estos dos colo-
rantes de que hablamos son la hemateina y el acido carminico

La hematoxilina

Se obtiene del Hematoxylum campechianum Linn, que es un pequeno
arbol, de ramas curvas, espinoso cuando joven y nudoso cuando viejo
Se da en Campeche, México, de donde proviene su apellido. El corazon
del tronco, esto es, su porcion mas central, es la que se usa para extraer
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la hematoxilina, a partir de la cual se obtiene el colorante. La hematoxilina
es un solido incoloro, pero si se humedece, se oxida por el oxigeno del
aire v se convierte en hemateina, que es el verdadero colorante Sus
formulas se dan a continuacion:

HO 6 HO G
HOG \lcu. HO “CH,
,COH ,COH
CH “cw, C “cu,
/ /
HO HO
OH 0
Hematoxilina Hemateina

Se podrnia pensar que si partiecramos de la hemateina nos ahorrariamos el
proceso de oxidacion, sin embargo, las soluciones de hemateina floculan
con facilidad, al continuar dicho proceso, por lo que es preferible em-
plear la hematoxilina como punto de partida

Como deciamos en la introduccion, se usan sales metalicas como
mordientes, para unir la hematoxilina al sustrato tisular Un sin fin de
autores han introducido diversos metales y. actualmente, disponemos
de hematoxilinas ferricas, plumbicas, cupricas, aluminicas, etc (Gray,
1954) Sobre el mecanismo de la union indirecta volvemos mas adelante

El acido carminico
Es el unico colorante de origen animal que se usa en microtecnica, y se
obtiene del insecto Dactilopius cacti El colorante constituye casi el
10% del peso seco de la hembra del insecto. Las hembras desecadas
constituyen, pues, la "cochinilla" de la que se extrae el colorante La
formula del acido carminico es la siguiente

0

CH, 0
CO( CHOH ).CH,

HD OH

H o OH
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En ella se aprecia la estructura quinonoide del anillo central con sus
dobles enlaces alternados, asi como un resto carboxilo en el anillo de la
1zquierda, lo que le da su caracter acido.

La union indirecta de los colorantes a los tejidos

Se trata de un mecanismo quimico tan complejo y tan poco conocido,
incluso en la actualidad, que no daremos aqui mas que algunas indica-
ciones de lo que se entiende por "union indirecta”.

En este tipo de coloracion tenemos tres componentes principales: el
sustrato tisular, el mordiente y el colorante. El resultado final de la
interaccion entre estos tres componentes es la "laca”. Por la forma como
el mordiente se une a los otros dos componentes, a estos compuestos se
les llama quelatos. Como los metales que se usan en este tipo de tincion
son cationicos se unen a los grupos acidos del tejido, por lo que el
conjunto, esto es el quelato, actua como si fuera un colorante basico. Es
por ello que la hematoxilina férrica, por ejemplo, tifie principalmente la
cromatina nuclear en la mayor parte de sus formulas utilizadas. En parte
esa tincion se debe a los restos fosforicos del ADN y decimos en parte
porque se ha extraido el ADN usando acido tricloroacético y se ha visto
que la hematoxilina sigue tifiendo los nucleos. Se supone que lo que
ahora tifie sean las proteinas acidas nucleares. Por otro lado, la tincion
con hematoxilina no se limita al nucleo, sino que en células como las
plasmaticas, con un elevado contenido de ARN citoplasmico se obtiene
un cierto grado de tincion hematoxilinica en el citoplasma también. Si
hacemos un tratamiento con ARNasa desaparece esa basofilia
citoplasmica.

En técnica histologica puede actuar primero el mordiente y luego el
colorante o ambos a la vez, nunca el mordiente después del colorante,
aunque segun Baker (1963), haya un par de ejemplos al respecto.

Se han empleado diferentes metales como mordientes, junto con la
hematoxilina. Entre los mas usuales esta el hierro, el aluminio, el plomo
y el cromo. El hierro tiene mayor apetencia por las proteinas citoplasmicas
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y por los lipidos que el aluminio o el cromo, es por ello por lo que
escogemos la hematoxilina férrica para tenir mitocondrias (a traves de
los lipidos mitocondriales) y hematoxilinas aluminicas o cromicas para
tefiir la cromatina
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Tema 6. Introduccion a la histoquimica de los carbohidratos

Introduccion

A efectos practicos la Histoquimica se divide en los mismos apartados
que la Bioquimicay tendremos asi, una Histoquimica de Carbohidratos,
una Histoquimica de Proteinas, otra de Lipidos, etc. Obviamente, cada
uno de estos apartados de la Histoquimica exige un conocimiento, aun-
que sea minimo, de las entidades quimicas correspondientes. Por lo tan-
to, creemos que es necesario dar primero un repaso a cada uno de los
capitulos de la Bioquimica, antes de entrar en la descripcion de los me-
todos histoquimicos con los que se pretenden demostrar los grupos fun-
cionales de carbohidratos, proteinas, lipidos, o bien, actividades
enzimaticas, en los cortes tisulares

Bioquimica de los carbohidratos

Definicion - Son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas, con la for-
mula empirica (CH,O) . que reciben tambien el nombre de sacaridos o
azucares

Al hablar de estos azucares, usamos los terminos monosacarido,
disacarido, oligosacarido o polisacarido, refiriendonos a una unidad
sacarida, dos unidades sacaridas, unas pocas unidades sacaridas y mu-
chas unidades sacaridas, respectivamente

El monosacarido mas abundante en la naturaleza es la glucosa, azucar
de seis atomos de carbono, que es al mismo tiempo el combustible
principal de la mayoria de los organismos vivos

En la formula (CH,O) , la n puede serigual a tres como minimo, en
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este caso tendriamos las triosas, que son dos: el gliceraldehido vy la
dihidroxicetona.
Todos los azicares se nombran haciéndolos terminar en -osa, vy los
nombres genéricos comienzan por un prefijo que indica el nimero de
atomos de carbono; asi tendremos las dos triosas mencionadas vy, ade-
mas, las tetrosas, las pentosas y las hexosas. Entre estos grupos encon-
tramos los azlicares mas importantes para nosotros, sobre todo las
pentosas y las hexosas.
De las dos triosas se derivan las aldosas y las cetosas y, dentro de estos
dos grupos estan las aldotetrosas y las cetotetrosas, las aldopentosas y
las cetopentosas y las aldohexosas y las cetohexosas.
Entre las pentosas que mas nos interesan estan la ribosa y la deoxiribosa
(que se encuentran en los acidos nucleicos) y entre las hexosas, la glu-
cosa, la galactosa y la manosa que son componentes de las mucinas
epiteliales.
La configuracion de la molécula de los monosacaridos se conoce ahora
con exactitud, pero al principio se daban las formulas lineales, las cua-
les dan la constitucion quimica pero no la conformacion real de la molé-
cula.
Después de una serie de estudios, que no vamos a detallar ahora, se
dedujo que las formulas acabadas de dar, llamadas de cadena abierta,
no eran las verdaderas y se introdujeron entonces las llamadas formulas
de proyeccion de Haworth, que resultan de la formacion de un hemia-
cetal, por reaccion entre el aldehido y el resto alcoholico del carbono 4
0 5, segun se trate de una pentosa o de una hexosa, formulas furanicas
O piranicas, respectivamente.
Segun Haworth, el anillo del pirano se debe representar asi:
CH,OH
0
H H
HO\OH H/cH

H CH

Anillo del pirano
HAWORTH
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La formula de Haworth es, sin embargo, también enganosa, porque pa-
rece indicar que los cinco atomos de C estan en el mismo plano, junto
con el O, lo cual no es cierto. En realidad, se ha visto, que pueden
adoptar dos formas, en “silla” o en “bote”. A continuacion mostramos
la formula en silla:

Formula en silla

Nuestra insistencia en dar una idea de la forma de la molécula se debe a
la importancia que atribuimos a dicha conformacion molecular para el
entendimiento de las reacciones biologicas entre las macromoleculas
No obstante ello, las formulas segun Haworth son las mas usadas en
Histoquimica por su claridad y facilidad de representacion

Derivados de estos azicares

Entre los derivados, de interés en Histoquimica, vamos a mencionar
tan solo los derivados aminados, de los cuales los mas importantes son
la glucosamina y la galactosamina, resultantes de la reaccion de un gru-
po amino con el carbono 2 de la glucosa o galactosa, respectivamente
Ambos componentes se encuentran en componentes azucarados del or-
ganismo animal, como las glicoproteinas y los glicosaminoglicanos
Otro derivado de importancia es el acido neuraminico, el cual consiste
en un resto manosamina unido al acido pirtivico. Los derivados acetilados
del acido neuraminico son los acidos sialicos, importantes componentes
de las glicoproteinas y de los glicolipidos, en los animales superiores

Polisacaridos o Glicanos
Los polisacaridos o glicanos, como se les conoce en la moderna no-
menclatura de los carbohidratos, son importantes componentes, bien
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como sustancias de almacenamento energético, como el glucogeno o,
como componentes estructurales, formando parte de las glicoproteinas
o glicolipidos. En realidad, participan mas en tareas de reconocimiento
celular, que en las funciones arquitecturales, aunque a estos niveles
moleculares ambas funciones son dificiles de separar.

Glucogeno

Es especialmente abundante en los hepatocitos y en la célula muscular y
tiene una funcion energética preponderante. Es un polimero ramificado
de la glucosa; forma enlaces 124 y cada 8 o 10 unidades se ramifica
mediante enlaces 126 Se puede hidrolizar mediante las enzimas alfa y
beta-amilasa, que al extraerlo sirve de control de las reacciones
histoquimicas para su demostracion, al dar una reaccion negativa, como
veremos en su lugar

Glicosaminoglicanos unidos a proteinas o proteoglicanos

Los glicosaminoglicanos (GAG), llamados anteriormente Mucopo-
lisacaridos acidos (Meyer, 1969) se encuentran todos unidos a un eje
proteico, menos el acido hialuronico (HA), que se da en cadenas
polisacaridas libres. Los complejos de GAGs y proteinas reciben el nom-
bre de proteoglicanos (PG). Los restantes glicosaminoglicanos, unidos
todos y cada uno de ellos a un eje proteico, son los galactosaminogli-
canos, condroitin sulfatos (CS) y dermatan sulfatos (DS) y los glicosami-
noglicanos, heparan sulfatos (HS), la heparina y los queratan sulfatos
(KS). Son, pues, seis variantes cuya heterogeneidad se ve aumentada
por la localizacion y el grado de sulfatacion de sus unidades sacaridas
Todos los GAGs son polimeros de un dimero con la formula general

COOH CH,OH
0

NAc n
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El acido hialuronico, componente importante del tejido conjuntivo, ca-
rece de grupos sulfatos Los restantes GAGs estan todos sulfatados,
siendo el heparan sulfato y la heparina los que lo estan en mayor grado
La sulfatacion tiene lugar en los C3, C3 y C6, C6, en el amino del C2y,
en este, mas el C6.

La union de los GAGs con el eje proteico tiene lugar en los restos serinas
del eje proteico, mediante una cadena constituida por acido glucuronico
- galactosa > galactosa = xilosa 2 O delaserina. Las funcio-
nes de los PGs van de las estrictamente mecanicas, hasta las de diferen-
ciacion celular y morfogenesis, pasando por las de adhesion y motilidad
(Kjellen y Lindahl, 1991).

Glicoproteinas

Este grupo de proteinas, generalmente localizadas en las membranas
celulares, a las que atraviesan, tienen una importante mision en el reco-
nocimiento intercelular Los restos carbohidratados se localizan siem-
pre en el extremo de la proteina situada en el espacio extracelular y dada
la extraordinaria hidrofilia de estos restos constituyen un considerable
impedimento al giro de la glicoproteina para un eventual cambio de
direccion.

Las unidades carbohidratadas se unen, bien al nitrogeno amidico de la
asparagina, bien al atomo de oxigeno de la serina o de la treonina y el
carbohidrato que realiza dicha union es usualmente la Nacglucosamina
o la Nacgalactosamina.

Los oligosacaridos unidos al N amidico de la asparagina tienen una es-
tructura comun que consiste en tres manosas y dos restos Nacgluco-
samina. Existen dos tipos estructurales segun que tengan restos manosas
anadidos (oligosacaridos con elevade contenido en manosa). como se
ve en la figura 1, o que tengan restos de Nacglucosamina, galactosa,
fucosa y acido sialico (oligosacaridos complejos) como se muestra en la
figura 2. Los oligosacaridos contienen siete clases diferentes de restos
azucarados: glucosa, galactosa, Nacglucosamina, Nacgalactosamina,

50




ManuaL pe TEenicas pe HistoquiMica BAsica

manosa, fucosa y acido sialico, unidos por enlaces glicosidicos de cla-
ses muy variadas, lo que les da una gran diversidad. Esta diversidad se
refleja en sus multiples funciones entre las que hay que incluir a los
grupos sanguineos y al reconocimiento intercelular

Las lectinas, proteinas de origen vegetal o animal, con una especificidad
selectiva por estos restos carbohidratados de la superficie celular, se
usan para el analisis de estos componentes de membrana.

MAN MAN SIAL SIAL
A S
MAN VAN Ao o
™~ MAN -~ MAN
NA(LGIu NA!I:GIU
NALGIu NA:I:GIu
Figura | Figura 2

Las figuras 1 y 2, representan dos posibilidades de constitucion quimica
de carbohidratos de membrana.
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Tema 7. Métodos histoquimicos para carbohidratos

Introduccion

En nuestra brevisima incursion por la Bioquimica de los carbohidratos,
hemos tomado contacto con las entidades cuya presencia en los tejidos
se quiere demostrar. Hemos de decir, sin embargo, que no contamos
con métodos que nos permitan asegurar la presencia en ellos de las
entidades bioquimicas como tales. Casi todos los métodos de que dis-
ponemos lo son para demostrar restos o grupos funcionales que, indi-
rectamente, nos hablan de la presencia de las entidades que los poseen.
Sin embargo, puesto que los grupos funcionales pueden encontrarse, a
veces, en entidades quimicas muy distintas, un resultado positivo nos
plantea nuevas interrogantes. Tenemos necesidad, entonces, de otros
métodos auxiliares que nos descarten algunas entidades a favor de otras
En suma se trata de un analisis similar al que realiza el quimico con una
muestra determinada.

Una vez convencidos de los limites dentro de los cuales nos movemos,
pasamos a analizar los métodos que se pueden emplear en el area de los
carbohidratos. En las hexosas y pentosas encontramos grupos glicoles,
que pueden ser oxidados a aldehidos, grupos carboxilos, en los acidos
hexuronicos o en los acidos sialicos, grupos sulfatos en los dimeros de
los glicosaminoglicanos, etc. Contamos con un método para la demos-
tracion de aldehidos procedentes de la oxidacion de alcoholes, el PAS,
y métodos para la demostracion de restos acidos o anionicos, los colo-
rantes cationicos.

¥
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Muy recientemente se han aplicado una serie de reactivos para el estu-
dio de carbohidratos que tienen una gran especificidad por determina-
dos monosacaridos, es decir, por unas determinadas conformaciones
estericas, las lectinas.

Finalmente, como tecnicas auxiliares para completar el estudio analitico
del contenido carbohidratado de un tejido, disponemos de dos grupos
de ellas: (a) los bloqueos de grupos funcionales en cuestion 'y (b) los
tratamientos enzimaticos especificos. Resumiendo

I. Demostracion de grupos glicoles, hidroxiaminos, hidroxialquila-
mino e hidroxiceto vecinales (técnica del PAS)

Demostracion de grupos anionicos (colorantes basicos)
Demostracion de conformaciones monosacaridas especificas
(lectinas).

4. Bloqueos de grupos funcionales (acetilacion, metilacion).

S. Tratamientos enzimaticos (amilasa, neuraminidasa, hialuronidasa)

(PR S |

Estos cinco puntos con sus técnicas correspondientes se desarrollan en
este y en femas sucesivos.

Reaccion de PAS (Periodic Acid-Schiff)

Una de las reacciones quimicas para carbohidratos, mas conocidas, es la
oxidacion de glicoles, usada en quimica por Malaprade (1928), para la
valoracion de dichos glicoles, y por Nicolet y Shinn (1935) para la esti-
macion de aminoalcoholes.

La introduccion de esta reaccion en histoquimica se debe a Mac Manus
(1946) vy su inmediato desarrollo a Lillie (1949) y Hotchkiss (1948)
Enresumen, la reaccion consiste en una oxidacion con acido peryodico,
seguida de la aplicacion del reactivo de Schiff, ideado por este quimico
en 1866 Este reactivo sirve para demostrar la presencia de aldehidos
en una muestra tisular y posee una alta sensibilidad A continuacion
analizaremos, los dos pasos de la técnica, con algin detalle

La oxidacion se realiza, como acabamos de decir, con acido peryodico,
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en concentraciones que pueden variar entre el 0,5 al 1,0% en agua des-
tilada, durante 10 minutos a temperatura ambiente.

La oxidacion de alcoholes procede normalmente hasta la formacion de
acidos, a traves de la funcion aldehido.

CH,OH c(H c(OH
LOH>» - -

0] (8]
Oxidacion de alcoholes

El grado de oxidacion, equivalente en este caso al grado de oxigena-
cion, es mayor de izquierda a derecha. Sin embargo, usando un oxidante
suave a concentracion, tiempo y temperatura adecuados, podemos que-
darnos en el punto medio y esto es lo que ocurre cuando se oxida con
acido peryodico en las condiciones adecuadas.

El mecanismo de reaccion, tal como se da en los polisacaridos, es como

sigue:
H 0o EN(e 0.0
H ] H HA ]
K I>|H + HIOK :)’y‘ + F(SO,HJ,-’_DK H‘\ %
¥ | -

Oxidacion de la hexosa para obtener grupos aldehidos
en los C 2 y 3. LaF representa al reactivo Schiff.

La oxidacion tiene lugar, pues, en los carbonos 2 y 3, en sus restos
alcoholicos vecinales o vic-glicoles y el reactivo Schiff basica se anade,
como se indica en el esquema, entre los carbonos 2y 3

El reactivo de Schiff

Este reactivo fue disenado por Schiff en 1866, para demostrar la presen-
cia de grupos aldehidos en solucion y su sensibilidad es, como hemos
dicho, muy elevada.

El mecanismo de la reaccion, en el caso de la demostracion de grupos
aldehidos, obtenidos por oxidacion con acido peryodico y aplicacion
subsiguiente del reactivo de Schiff no se conoce aun con certeza Acep-
tamos, pues, la formulacion simplificada que da Pearse (1972) para los
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aldehidos producidos por oxidacion, como se ha dado mas arriba El
color que da esta reaccion suele designarse como rojo magenta

Preparacion del reactivo de Schiff

Aunque el reactivo de Schiff puede obtenerse en el comercio, y el de la
casa Merck es especialmente recomendable, este reactivo se puede y se
debe saber preparar en el laboratorio. Existen diversas formas de prepa-
rarlo, pero nosotros hemos seguido siempre la de Lillie (1965), ala que
suele [lamarse "preparacion en frio", la cual es facil y comoda de reali-

zar

LLa preparacion del reactivo en frio, segun Lillie (1965), es como sigue

I

2

o)

Pesar 1 g de Fuchsina basicay 1,9 g de metabisulfito sodico
(Na,§,0,), y disolver en 100 ml de HCI 0,15 N.

Agitar a intervalos o en un agitador mecanico durante 2 horas
La solucion se aclara en ese tiempo y toma un color marron palido
Anadir 500 mg de carbon activo fresco y agitar durante unos 2
minutos

Filtrar en una probeta graduada, lavando lo que quede en el papel
de filtro con un poco de agua destilada para restaurar el volu-
men original de los 100 ml. Guardar en refrigeracion

Para otras formas de preparacion, veéanse los textos de Lillie (1965) o
de Pearse (1972)

Procedimiento para realizar la reaccion del PAS

I

§]

vJ
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Desparafinar los cortes en xileno, hidratar en etanoles de gradua-
cion descendente y pasar al agua destilada.

Cubrir los cortes con una solucion de acido peryodico al 0,5-1%,
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Lavar bien con agua destilada.

Cubrir de 10 a 15 minutos con el reactivo de Schiff, que se habra
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sacado previamente del refrigerador para que alcance la tempe-
ratura ambiente.
NOTA: Hay que guardar ciertas precauciones en el manejo de este
reactivo debido a las manchas de color rojo que dejan alli en donde cae.
Para ello debe usarse pipeta Pasteur desechable, cada vez que se saca
una porcion del reactivo, para cubrir €l o los cortes que se van a usar
5. Los cortes deben lavarse abundante y rapidamente con agua des-
tilada y luego con agua de la llave. Algunos autores usan un pri-
mer lavado con agua sulfurosa, es decir, solucion de metabisulfito
sodico en HC1 0,15 N, aunque esto no es absolutamente impres-
cindible segun otros.Si se usa la solucion sulfurosa hay que tener
cuidado de no aspirarla directamente por la fuerte accion pun-
gente que posee.
6. Finalmente, los cortes son deshidratados, aclarados en xileno y
cubiertos con una resina sintética (Permont, DPX o cualquier otra)
RESULTADOS: Los lugares positivos adquieren un color rojo magenta
de variable intensidad segun el contenido en aldehidos creados por el
peryodico.
Bloqueos de grupos alcoholes y aldehidos
Los dos testigos que podemos llevar paralelamente a la reaccion del
PAS son: (1) cortes en los que se hayan bloqueado los grupos alcoholes,
con lo cual la reaccion subsiguiente del acido peryodico-Schiff debe ser
negativa, o bien, (2) cortes en los que se hayan bloqueado los grupos
aldehidos obtenidos por la oxidacion con el acido peryddico, tras lo cual
la aplicacion del reactivo de Schiff no debera dar ninguna reaccion.

Bloqueos de grupos -OH
En este caso se ha usado tradicionalmente la acetilacion, que esterifica
los grupos -OH, pero que lo hace también con los grupos -NH_.
Este tipo de bloqueo se puede realizar como sigue: “
Anhidrido acético ........................ 16 ml
Piridina ... 24 ml
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Los cortes se incuban a temperatura ambiente durante | hora, aunque se
han recomendado periodos mas largos, hasta de 24 horas, para el
glucogeno vy el cartilago. Nosotros hemos obtenido buenos resultados
incluso con 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente

Bloqueos de aldehidos -COH

Para el bloqueo de estos grupos existe una larga lista de procedimientos
que usan la semicarbazida, fenilhidrazina, dimedona, hidroxilamina, ani-
lina o el m-aminofenol.

El tratamiento con clorhidrato de fenilhidrazina al 5% bloquea los gru-
pos aldehidos en 30 minutos. Pearse (1972) aconseja 10 g de clorhidra-
to de hidroxilamina y 20 g de acetato sodico en 40 ml de agua destilada,
de 1 a 3 horas a temperatura ambiente

De todas formas estos bloqueos tienen mas bien un valor academico
para la demostracion de que los resultados se deben a la presencia de
grupos alcoholes en un caso o aldehidos en el otro.

Método del peryodato-borohidruro-saponificaccion-PAS

Hale demostro, en 1953, que ciertos tejidos fijados e incluidos en para-
fina, que eran débilmente positivos a la reaccion del PAS, se tenian mas
intensamente despueés de tratarlos con una solucion de hidroxido sodico
Este incremento en la PAS-positividad se atribuyo a un aumento en la
cantidad de los grupos glicoles y de los aminoalcoholes cuya reactividad
podia abolirse con una acetilacion y restaurarse con una desacetilacion
La explicacion dada por Hale a este hecho fue que la fijacion con
formaldehido disminuia la positividad al PAS y que el posterior trata-
miento con hidroxido sodico restauraba la normal positividad al PAS de
estos tejidos, concluyendo en definitiva que todo era debido a la accion
del fijador

Lev y Spicer (1965), en un estudio de mucinas epiteliales en controles nor-
males y en pacientes con fibrosis quistica, demostraron que la saponificacion
causaba un incremento en la PAS-positividad de mucinas colonicas, tanto
en material fijado en formaldehido, como en tejidos fijados en Carnoy
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Asimismo, Culling, Reid y Dunn (1971), en un estudio sobre nuevos
métodos histoquimicos para el estudio de carbohidratos, observaron este
fenomeno en ciertas mucinas del tracto gastrointestinal y llegaron a la
conclusion de que el incremento de la positividad al PAS era indepen-
diente de la fijacion y se debia a un incremento de grupos glicoles, pues-
tos de manifiesto por la accion del hidroxido sodico.

Posteriormente, estos mismos autores, idearon un nuevo método
histoquimico para poner de manifiesto el incremento de la positividad al
PAS debido a la saponificacion, llamado efecto KOH-PAS.

Con este método se podia valorar el efecto KOH-PAS aisladamente, es
decir, sin la PAS-positividad previa a la saponificacion, que existe en
ciertas mucinas, mediante la destruccion de dicha PAS-positividad pre-
existente, para ello despuées de la oxidacion con acido peryodico, se
hace una reduccion con borohidruro sodico y posterior demostracion
aislada del efecto KOH-PAS Este método es el que se ha dado en llamar
periodato-borohidruro-saponificacion-PAS o, abreviadamente, PB-
KOH-PAS. La positividad al PAS obtenida con este metodo se ha de-
mostrado que se debe a la presencia de O-acil ésteres en la cadena
polihidroxilada del acido sialico, ya que es en esta cadena donde existen
grupos glicoles que quedan enmascarados por los restos acilos y que
pueden ser puestos de manifiesto con la saponificacion

Los estudios realizados por todos estos investigadores, asi como por
Spicer (1985), Culling y cols., (1971, 1974) y por Reid y cols , (1984),
han establecido las bases para el analisis histoquimico diferencial entre
mucinas neutras y acidas y, entre estas ultimas, aquellas cuya acidez se
debe a la presencia de grupos sulfatos de aquellas que contienen restos
de acidos sialicos. No es este el lugar para hacer una descripcion deta-
llada de las investigaciones que han llevado a estos hallazgos; aqui va-
mos a dar tan solo algunas de las técnicas que son de importancia capital
para la realizacion de este analisis.

(1) Bloqueo de aldehidos con clorhidrato de fenilhidracina

Tratar los cortes llevados al agua destilada, después de la oxidacion con
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acido peryodico, conuna solucion acuosa de clorhidrato de fenilhidrazina
al 0.5 % (como recomiendan Culling y cols., 1974), durante dos horas a
temperatura ambiente. Lavar bien con agua destilada y seguir con el
reactivo de Schiff

(2) Metilacion (Fisher y Lillie, 1954)

Tratar los cortes, llevados al etanol absoluto, con HC1 0.1 N en metanol
a 80°C, durante 4 horas; hidratar en etanoles descendentes, lavar con
agua destilada y proceder con el método de eleccion

(3) Saponificacion

Tratar los corte, llevados al etanol de 70 %, con hidroxido potasico
(KOH) al 0.5 % en etanol al 70 %, 15 minutos a temperatura ambiente
Hidratar y proceder con la técnica de eleccion.

(4) Reduccion con borohidruro sodico (Lillie y Pizzolato, 1972)
Tratar con NaBH, al 1 % en Na,HPO, al 1 %, recién preparado, durante
I minuto, despues de oxidar con acido peryodico y lavar abundante-
mente con agua destilada. La aplicacion posterior del reactivo de Schiff
da resultados negativos

(3) Extraccion de acidos sialicos (Culling y cols., 1974)

Calentar los cortes saponificados, segun el proceder (3), con acido sul-
furico 0.1 N a 80°C durante una hora
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Tema 8. Colorantes cationicos. Azul Alciano; Metacromasia; Méto-
do de la diaminas de Spicer; Metodo del Hierro coloidad de Hale; Tratamientos
enzimaticos en la Hitoquimica de carbohidratos.

Introduccion

Los abundantes lugares anionicos existentes en los diferentes
polisacandos, son en tltima instanc.a de dos clases, carboxilos y sulfatos,
y, en su conjunto, proporcionan a los sustratos tisulares donde se en-
cuentran la apetencia que estos manifiestan por fijar colorantes cationicos
La propiedad de ciertos sustratos tisulares de tefiirse con colorantes
cationicos se llama basofilia, concepto introducido por Lison (1953),
segun el cual, cualquier colorante con predominancia de cargas positi-
vas se unira a dichos sustratos por enlaces electrovalentes

En realidad, no son solo estos tipos de enlaces los que actuan en dicha
union, sino que hay otros tipos de uniones que colaboran tambien, sin
embargo, para simplificar no vamos a considerar aqui mas que los enla-
ces electrovalentes. Al lector que quiera profundizar en el conocimiento
del mecanismo de union colorante-sustrato. le recomendamos el articu-
lo de Zanker (1981)

Somos de la opinion que la exposicion mas clara de la basofilia se en-
cuentra en el libro de Lison (1953), cuya lectura recomendamos, a pesar
de los anos transcurridos desde que se escribio. En sus conclusiones
dice Lison “La basofilia esta condicionada primariamente por la pre-
sencia de grupos electronegativos ionizados, en la estructura que se es
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tudia...” y “la basofilia mide la diferencia entre las afinidades respecti-
vas del cation del colorante y los cationes presentes en la estructura en
el momento de la coloracion, por los lugares portadores de cargas
electronegativas”.

Nosotros hemos seleccionado, para la demostracion de la basofilia, un
grupo de técnicas, que han demostrado ser utiles en el diagnostico
histopatologico, asi como en investigacion, tras una larga experiencia
en este campo. Las técnicas seleccionadas son:

(1) Azul Alciano al 0.5 % en acido acético al 3 %,
(2) Metacromasia con colorantes tiazinicos,

(3) Métodos de la diaminas de Spicer, y

(4) Método del hierro coloidal de Hale.

Finalmente, se dan los tratamientos enzimaticos mas importantes para
comprobar la especificidad de las anteriores reacciones.

Azul Alciano

Este colorante es una ftalocianina de cobre con 3 grupos S-metilente-
trametilisotiouronio por molécula. Steedman (1950) fue el primero en
aplicarlo a la tincion histologica. Basado en las estructuras que tefiia, se
uso al principio para demostrar carbohidratos acidos, en combinacion
con el método del PAS, que se suponia que demostraba carbohidratos
neutros. No es un colorante metacromatico y la presencia de cobre en
su molecula le confiere utilidad en la “tincion” de los tejidos para la
microscopia electronica, debido a la electron-densidad del metal.
Steedman (1950) usaba una solucion de Azul Alciano 8GX al 1% en
acido acético al 3%, recién filtrada, durante 10 a 30 minutos. Nosotros
usamos una concentracion menor (Azul Alciano al 0.5%), ya que al 1%
queda siempre una cantidad del colorante sin disolver, que nosotros he-
mos determinado en 0.4 gramos aproximadamente.

En la forma de preparacion acabada de dar, el pH es de 2.5 aproximada-
mente, y cuando se tifien cortes de tejido fijado en formaldehido, obser-
vamos que a ese pH se tifien la practica totalidad de los sustratos. Esto
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quiere decir que a ese pH se tifien los carboxilos y, por supuesto, los
fosforicos y los sulfatos. Se puede usar a la misma concentracion en un
amortiguador a pH aproximado de 1 5 con lo cual solo tefiiremos restos
fosforicos y sulfatos y, si lo hacemos a pH 0.5, solo se teniran aquellas
areas tisulares que contengan grupos sulfatos

Método de la concentracion electrolitica critica

Scott y Dorling introdujeron en 1965 un metodo en el que la tincion se
realizaba con Azul Alciano 8GX al 0 1% en amortiguador acetato 0 05
MapH 5 7 A alicuotas de esta solucion les afadian cloruro magnesico
para obtener una serie de molaridades ascendentes, segun la serie si-
gutente: 0.025,0.05,0.1,0.2, 03,045, 065,08y 1.0y tenian cortes
seriados con una y cada una de estas soluciones. Los autores observa-
ron que los nucleos se hacian negaiivos para una concentracion molar
0.2 M de cloruro magneésico, mientras que la mucina del ileon de la rata
se hacia negativa para una molaridad de 0.5 y el reborde estriado del
epitelio lo hacia para una molaridad de 0.8 La base racional de este
procedimiento esta en la competicion activa, por el sustrato electrone-
gativo en cuestion, que se establece entre el colorante cationico vy el
cation magnesio, presente en las alicuotas. Dependiendo de la cantidad
y calidad de cargas negativas del polianion, la tincion con el Azul Alciano
se hara negativa a una concentracion determinada del cloruro magnesico
I.a molaridad del cloruro magnesico viene asi a constituir una marca de
identidad del sustrato polianionico que se estudie.

A este metodo, que acabamos de describir, le llamaron sus autores,
metodo de la Concentracion Electrolitica Critica (CEC). De sus obser-
vaciones se deduce que no todos los polianiones con grupos carboxilos
tienen la misma CEC y lo mismo ocurre con los polianiones sulfatos
Los polifosfatos tienen valores intermedios, por lo general La variabili-
dad debe depender de la densidad de cargas y, probablemente, de otros
factores
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Metacromasia

Los adjetivos metacromatico y metacromatismo fueron introducidos por
primera vez por Ackroyd en 1876 (citado por Baker, 1963), refiriéndo-
se al cambio de color que sufren ciertas sustancias cuando se calientan,
pero en Biologia tiene un significado diferente muy especial, usandose
actualmente el nombre de metacromasia y el adjetivo metacromatico
(Baker, 1963) para designar el fenomeno mediante el cual el color con
el cual se tifie un determinado componente tisular difiere suficientemen-
te del color original del colorante y de su tincion ortocromatica ordina-
ria como para dar un marcado contraste de color.

Si tefiimos un corte de tejido con Azul de Toluidina o, mejor atn, con
Azur A, colorantes tiazinicos de caracter basico, algunos componentes
del corte se tefiran de azul, pero otros como el cartilago, por ejemplo,
se tefiiran de purpura o rojo. Se podria pensar que el colorante contiene
otro derivado de color rojo, pero esto no es asi. El colorante, ain con
un grado de pureza suficiente, da colores diferentes en diferentes areas
del tejido, que dependen de la densidad de grupos anionicos presentes
en el mismo. Hay colorantes metacromaticos tanto en el grupo de los
colorantes basicos como en el grupo de los acidos pero, mientras los
primeros han tenido mucha importancia en microtécnica, los segundos
no han tenido tanta y han sido menos estudiados.

Los sustratos tisulares que producen este fenomeno del desplazamiento
del color, se vio que eran fuertemente acidos. A estos sustratos capaces
de dar ese viraje al color del colorante, se les llama cromotropos. Los
sustratos cromotropicos mas conocidos son la matriz del cartilago, que
ya hemos mencionado, los granulos de las células cebadas, y las
secreciones de algunas glandulas mucosas. Los responsables de la
metacromasia en los sustratos basofilos son los ésteres sulfuricos, los
fosforicos y los carboxilicos.

El mecanismo de la reaccion metacromatica
Uno de los criterios para poder hablar de metacromasia, siempre refi-
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riéndonos a los colorantes tiazinicos, es que haya un desplazamiento del
punto de absorcion maximo del colorante hacia longitudes de onda mas
cortas

Los trabajos de muchos autores nos han llevado al conocimiento de que
este fenomeno se debe a la existencia de tres bandas en el espectro del
Azul de Toluidina: la handa monomérica a que es azul, la dimérica b
que es violeta y la polimérica g que es roja. La aparicion en los tejidos
de estos colores denota la presencia de una u otra de estas formas del
colorante La metacromasia se refiere a la aparicion del color rojoy a
ella, pues, se le llama g-metacromasia. Se ha interpretado esto como el
ordenamiento de las moleculas planares del colorante en forma com-
pacta y ordenada debido a su union con grupos anionicos de las molécu-
las existentes en el tejido, con una separacion entre si de 4 angstroms o
menos. Conforme la separacion aumenta, el color se desplaza hacia el
violeta y el azul.

Métodos para la demostracion de la metacromasia
Existen muchos meétodos para la demostracion de la metacromasia y
diversas opiniones sobre la fijacion que se debe usar; nosotros damos un
par de procedimientos y aconsejamos la consulta del texto de Pearse
(1968) para otras posibilidades.
Metodo estandar del Azul de Toluidina
| - Llevar las secciones al agua
2 - Tenir con una sol. de Azul de Toluidina al 0.5% de 4 a 6 horas
3 - Lavar bien con agua destilada.
4 - Con fines histoquimicos examinar inmediatamente sin deshidratar
S - Montar con gelatina-glicerina

Meétodo de Kramer y Windrum
| - Llevar las secciones al agua.
2 - Tenir con A.T. al 0.1% en etanol al 30% durante 5 a 20 minutos
3 - Lavar con etanol al 95%
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4 - Deshidratar en etanol absoluto.
5.- Aclarar en xileno y montar en resina sintética.
Resultados: la g-metacromasia, roja o rosa, la b-metacromasia, purpura.

Método de las diaminas de Spicer

El método que vamos a considerar aqui fue el que desarrollo Spicer en
1965 a partir de estudios anteriores (Spicer y Jarrels, 1961). En estos
nuevos estudios observo que una mezcla de los isomeros meta- y para-
de la N-N'-dimetilfenilendiamina, mas un agente oxidante, el cloruro
férrico, era util para la tincion de los sustratos anionicos. Este autor
describid dos variantes: una con elevado contenido y otra con bajo con-
tenido en hierro. La primera tifie solo mucosustancias sulfatadas y es el
que daremos a continuacion ya que, combinado con el Azul Alciano, es
muy util para distinguir mucosustancias neutras de mucosustancias aci-
das. Su utilidad la hemos apreciado en el estudio de mucosustancias en
el adenocarcinoma de estomago (Montero y Segura, 1980).

Preparacion del reactivo:

N-N'-dimetil-m-fenilendiamina ..................... . 120 mg
N-N'-dimetil-p-fenilendiamina ... . 20 mg
Aguadestilada ... 50 ml

Verter, una vez disueltos los reactivos, en un Coplin, en el que se ha
puesto 1.4 ml de una solucion de cloruro férrico al 10%.

Proceder de tincion:
1. Llevar los cortes al agua destilada.
2. Tenir 24 horas, en el Coplin con la solucion anterior.
3. Lavar con agua destilada.
4. Tenir con Azul Alciano al 0.5% en acido acético al 3%, 10a 15 min.
5. Lavar en acido acético al 3% acuoso y despues en agua destilada.
6. Deshidratar y montar con DPX o Permount.

Resultados: Las mucosustancias sulfatadas se tifien de color purpureo,
casi negro, las restantes mucosustancias se tifien de azul.
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El método del hierro coloidal de Hale

Este método ha sido objeto de multiples estudios y su especificidad ha
sido muy discutida. Se supone que los grupos acidos libres, del tejido,
son los responsables de la fijacion del ion férrico, en forma coloidal a
pH2, el cual se demuestra posteriormente por la reaccion Azul de Prusia
En nuestra experiencia, estamos de acuerdo con Pearse (1972), en que
la reaccion ha sido util en Histoquimica aplicada, por ejemplo, en el
estudio de las lesiones cerebrales, donde el acamulo de polisacaridos
acidos puede demostrarse con nitidez, dada la ausencia de otros sustratos
positivos en este tejido

Preparacion del hierro coloidal:
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Hervir 250 ml de agua destilada

Anadir 4 4 ml de solucion de cloruro férrico al S8% (pesar 2 7g
y disolver en S ml de agua destilada).

Mantener hirviendo durante la adicion y hasta que la solucion
tome un color rojo oscuro

Enfriar y dializar para extraer los acidos libres y las sales de
hierro no hidrolizadas.

La dialisis se hace como sigue: Transferir la solucion roja, una
vez fria, a tubos de dialisis de 41 mm cada uno, con un peso en el
fondo para que se mantengan verticales (se puede usar una pie-
dra de cristal) Se anaden en porciones de 25 ml a cada tubo
[Los tubos se introducen en un recipiente que contenga agua des-
tilada suficiente para cubnir los tubos de dialisis por fuera. Dializar
durante 24 horas, cambiando el agua un par de veces durante el
periodo de dialisis

Filtrar el contenido de los tubos a traves de papel Whatman No
SO o similar para retirar el oxido de hierro. Este filtrado es la
solucion stock de hierro coloidal y se puede mantener a tempe-
ratura ambiente.
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Solucion de trabajo:

Agua destilada ..o s i e 18 ml
Acida weéfico glatial ... .. somue s isns o wmasesess 12 ml
Solucion stock de hierro coloidal ................. 10 ml

Se debe preparar fresca cada vez que se va a proceder a la tincion.

Procedimiento de tincion:
1. Sumergir los cortes en la solucion de trabajo recién preparada
durante 2 horas.
. Lavar 30 minutos en acido acético al 30%, usando 3 cambios de
10 minutos cada uno.
3. Lavar 5 minutos en agua corriente, seguido por un lavado con
agua destilada.
4. Sumergir durante 20 minutos en una mezcla recién preparada de
20 ml de HCI 0.15 N y 20 ml de ferrocianuro potasico al 2%.
5. Lavar S minutos en agua corriente y después con agua destilada.

o

Este proceder puede ser combinado con la reaccion del PAS en la forma
acostumbrada o simplemente deshidratando, aclarando y cubriendo con
los montantes usuales (Lillie, 1965).

Tratamientos Enzimaticos

En cuanto a los tratamientos enzimaticos previos para la comprobacion
de la especificidad de la reaccion, vamos a considerar los tres siguientes:
(1) amilasa, (2) hialuronidasa y (3) neuraminidasa.

Amilasas

Estas enzimas existen en las formas a y b y catalizan la hidrolisis de los
enlaces glucosidicos del glucogeno y del almidon. La forma a cataliza la
hidrolisis de los enlaces glucosidicos 124, separando unidades de glu-
cosa. La forma b, sin embargo, separa unidades de maltosa sucesivas.
Segun Kiernan (1981), la enzima usada en histoquimica es la forma b y
segun Lillie (1965) la forma b ataca a los polisacaridos no ramificados,
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pero a los ramificados, como el glucogeno, lo hace débilmente; la forma
a, sin embargo, ataca ambos tipos de polisacaridos con rapidez. Takeuchi
(1958) usaba estas enzimas al 05% en amortiguador de acetato 4 mm, a
pH 55 a 60 para la a-amilasa y a pH 4.0 a 5.7 para la forma b Los
tiempos ensayados por este autor fueron de 30 minutos a 10 horas a 37°
Cualquiera de estas modalidades de tratamiento hace negativa la reac-
cion subsiguiente del PAS con el glucogeno.

Hialuronidasas

Existen dos formas de hialuronidasa (Dixon-Webb, 1971), una obtenida
del testiculo o del veneno de serpiente y la otra de la sanguijuela. La
primera hidroliza el enlace 2-acetilamino-2-deoxi-D-glucosa y un resto
glucuronato del acido hialuronico y la otra lo hace en el enlace b-1,3,
entre el D-glucuronato y el 2-acetilamino-2-deoxi-D-glucosa. Tambien
fueron obtenidas de filtrados bacterianos (estreptococos, estafilococos,
pneumococos). Los efectos observados por diversos autores fueron tam-
bien diversos y, en algunos casos, las especificidades fueron relativas
Segun Pearse (1972), los cortes llevados al agua se tratan con una solu-
cion de hialuronidasa (I mg/ml) en cloruro sodico 0.85%, durante 3
horas a 37°, se lavan en agua destilada y se tifen con el método elegido,
por ejemplo, Azul de Toluidina acuosa al 0,5% durante 20 minutos

Neuraminidasa

LLa enzima obtenida del Iibrio cholera es la generalmente usada para
extraer el acido neuraminico que suele ocupar el lugar terminal en las
cadenas glicoproteicas. Sin embargo, no es posible quitar todos los res-
tos de dicho acido presentes en el tejido, por lo que, a veces, debe usar-
se un metodo auxiliar, la saponificacion.

Los cortes llevados al agua destilada, son incubados, segun Kiernan
(1981), toda la noche, a 37°. en 100 unidades de neuraminidasa, disuel-
tas en | ml de amortiguador acetato 0.1 M a pH 5.5 al que se anade |
mg de cloruro sodico
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Tema 9. Marcadores de unidades sacaridas. Las lectinas

Introduccion

En la histoquimica de los carbohidratos disponiamos tan solo de meto-
dos para la demostracion de grupos funcionales, presentes en las distin-
tas clases de estos principios inmediatos, que permitian aceptar, indirec-
tamente, la presencia de tales macromoléculas. Algunos de esos grupos,
sin embargo, son compartidos con macromoléculas de otros principios
inmediatos (proteinas, lipidos) lo que les resta indudablemente especi-
ficidad

Con la introduccion de las proteinas, llamadas actualmente lectinas (las
antiguas fitohemaglutininas) se pudo dar un paso adelante en la identifi-
cacion de unidades monosacaridas bien individualizadas, lo que signifi-
cO un gran avance, por la gran afinidad de estas sustancias por molecu-
las concretas de la serie de azucares, componentes de los polisacaridos
Como hemos dicho, estas proteinas, aisladas al principio solamente de
sustancias vegetales, por Stillmark (1888), demostraron ser muy utiles
en la identificacion de los grupos sanguineos Posteriormente al encon-
trarse proteinas de origen animal con propiedades aglutinantes, simila-
res a las obtenidas de las plantas, no pudo seguir manteniendose el nom-
bre de fitohemaglutinininas, por lo que estas reciben ahora el nombre de
lectinas (del latin /legere. escoger).

Las lectinas son proteinas multimericas compuestas por subunidades
unidas covalentemente. Se ha dicho que esta estructura multimérica es
la que le da a las lectinas la capacidad de aglutinar c¢lulas mediante
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uniones similares a las que unen el antigeno con el anticuerpo, pero no
siempre tienen estas proteinas la capacidad de aglutinar células. Los
pesos moleculares de las lectinas van desde 11.000 daltones para la lectina
especifica del grupo sanguineo beta hasta 335.000 daltones para la lectina
del Limulus polyphemus.

La especificidad de cada lectina se orienta hacia una conformacion mono
o disacarida determinada, aunque existen lectinas distintas con la misma
o similar especificidad. Las lectinas con una especificidad hacia un
monosacarido determinado pueden diferir en su afinidad hacia
disacaridos, oligosacaridos o glicoproteinas que contengan dicho mono-
sacarido. La mayoria de las lectinas reaccionan con mas de un monosa-
carido; por ejemplo, la concanavalina A tiene especificidad por glucosa,
pero la tiene también por manosa y, en menor extension, por N-acetil-
D-glucosamina. Finalmente, las lectinas pueden ser especificas para la
conformacion de una unidad monosacarida y su enlace glicosidico hasta
la conformacion de un tetrasacarido.

Las lectinas se pueden usar en histoquimica, para la demostracion de
carbohidratos, usando distintos tipos de marcaje, como indicamos a con-
tinuacion: reactivos fluorescentes, enzimas como la peroxidasa y sus-
tancias electron-densas, para su uso en microscopia electronica

La utilidad del uso de las lectinas en la investigacion y en el diagnostico
se refleja en la bibliografia que va desde la identificacion de tipos celula-
res en histologia hasta el estudio del curso clinico de los carcinomas de
vejiga, la distincion entre tipos de carcinomas de mama vy la identifica-
cion de tipos de células hematopoyéticas.

A continuacion citamos algunas de las lectinas, mas usadas en
histoquimica de carbohidratos, con sus especificidades caracteristicas.

Concanavalina A (Canavalia ensiformis)

Esta lectina es un tetramero de protomeros idénticos, con afinidad por
glucosa y manosa, necesita que exista en el oligosacarido que se estu-
dia, la configuracion D-manopiranosido o D-glucopiranosido, con gru-
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pos hidroxilos sin alterar en C3, C4 y C6.Para su accion necesita la
presencia de iones Mg, Mny, sobre todo, Ca.

Dolichos biflorus

Es una glicoproteina de peso molecular 120,000 daltones formada por
cuatro subunidades de tamano aproximadamente igual. Tiene afinidad
por restos alfa-D-N-acetilgalactosamina (abreviadamente D-GalNAc)
terminales, no reductores. Solo el grupo C2 acetamido de la molécula
esta en contacto en el lugar de union de la lectina.

Triticum vulgaris

Esta lectina que se extrae del germen de trigo, esta constituida por dos
unidades y tiene un peso molecular de 36 000 daltones. Aunque se acepta,
en general, que la union se realiza con la D-N-Acetil glucosamina (D-
GluNAc), sin embargo, se ha demostrado que también puede unirse al
acido N-acetilneuraminico, por ello es preferible usar la lectina
succinilada, que no se une al acido neuraminico o sialico, pero retiene
su especificidad por la N-acetilglucosamina.

Ricinus communis

Fue la primera fitohemaglutinina extraida del ricino por Stillmark en
1888, planta que es muy venenosa. Existen dos formas, la K. communis
/ que tiene una especial afinidad por D-galactosa, pero puede también
unirse a N-acetil-galactosamina y es moderadamente toxica y la R.
communis I1, que es muy toxica, y se une a las superficies celulares por
medio de la galactosa o N-acetil-galactosamina de dicha localizacion
Esta ultima esta compuesta por dos cadenas, Ay B, de 28 000 daltones
y 32.000 daltones, respectivamente La cadena A tiene actividad
enzimatica que puede bloquear la sintesis de proteinas, de tal manera
que una unica molecula de la cadena A puede matar a una sola celula,
sin embargo, no puede entrar en la célula si no va unida a la cadena B

Ulex europaeus I y 11
El Ulex europaeus [ es una glicoproteina con PM de 63,000 daltones

74




ManuaL pe TEeNIcAs DE HistoQuiMica BAsica

compuesta por dos subunidades.Se une a glicoproteinas y glicolipidos
que contienen restos fucosas. Se ha demostrado que es un excelente
marcador de células endoteliales.

El Ulex europaeus 11 esta compuesto por cuatro subunidades de 24,000
daltones; aunque se une a N-acetil-glucosamina, es mas potencialmente
inhibido por restos fucosilos.

Metodologia de la aplicacion histoquimica de las lectinas

Las lectinas han sido utilizadas repetidamente para el estudio de los
componentes glucidicos en una gran variedad de tejidos y especies, in-
cluyendo la humana, desde que Sharon y Lis (1972) describieron las
especificidades de dichas lectinas hacia sus repectivos azucares Hay
que citar también la contribucion al estudio de las lectinas de Goldstein
y Hayes (1978).

Las primeras investigaciones fueron realizadas por Katsuyama y Spicer
en 1978 empleando la Concanavalina, que se une a los receptores
glucidicos del tejido, por su afinidad por manosa. En un segundo paso
se afiade peroxidasa, que es una enzima rica en manosa y que, por
tanto, se acoplara a la Concanavalina unida al tejido. Finalmente, se
revela la actividad de la peroxidasa con diaminobenzidina y, el precipi-
tado resultante, de color pardo-dorado, revela los lugares donde exis-
ten receptores glucidicos que contienen manosa. Como facilmente se
puede comprender el método acabado de describir solo sirve para la
Concanavalina A, especifica para manosa, pero no para otras lectinas
que no poseen esa especificidad.

Se ha aplicado también la técnica del PAP de Sternberger y cols. (1970),
para ello, después de aplicar la lectina, se usa un anticuerpo primario
contra la lectina en cuestion, obtenido en conejo, seguido por un anti-
cuerpo secundario contra inmunoglobulina de conejo, obtenido en otra
especie animal y, finalmente, el complejo PAP. Algunos autores no
recomiendan este método y prefieren el método indirecto fluorescente o
recomiendan el método ABC, que aprovecha la gran afinidad de la avidina
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por la biotina (iniciales del método), ideado por Hsu y cols. (1981). En
este metodo se emplean lectinas marcadas con biotina y en un segundo
paso se pone un complejo avidina-peroxidasa. En general, las lectinas
biotiniladas se usan a una concentracion de 1 a 10 microgramos por
mililitro en amortiguador fosfato o TRIS salino y, posteriormente, se
anade el complejo avidina-peroxidasa a una concentracion variable en-
tre S y 20 microgramos por mililitro.

Aunque este método de marcaje resulta ser muy sensible y especifico
para la demostracion tisular, se han ensayado también marcajes con oro
coloidal, ferritina, otras enzimas y con sustancias fluorescentes Mar-
cando las lectinas directamente con peroxidasa se puede revelar en un
segundo paso la actividad de esta enzima con diaminobencidina y éste
seria uno de los procederes mas sencillos.

Para poder comparar cada uno de los métodos mencionados y obtener
algunas conclusiones, debemos valorar una serie de requisitos que debe
cumplir cualquier reaccion histoquimica, tales como sensibilidad, exac-
titud y ausencia de fondo inespecifico. De acuerdo con nuestros propios
resultados, a pesar de estar de acuerdo con Hsu y cols. (1981), sobre la
mayor sensibilidad que muestra el metodo del ABC de estos autores,
sobre el metodo directo usando el marcaje con peroxidasa, no hemos
encontrado reaccion de fondo con este ultimo, a las diferentes dilucio-
nes que hemos empleado y ademas su realizacion es sencilla y comoda
Cuando tenemos que valorar los resultados obtenidos en una reaccion
histoquimica entre las lectinas y los receptores glucidicos, no solo he-
mos de tener en cuenta el meétodo empleado, sino también el grado de
conservacion de los azucares afines. Para ello, las condiciones de fija-
cion, asi como las caracteristicas del procesado, son datos muy impor-
tantes que hay que tener en cuenta para no obtener falsos negativos
(Schulte y Spicer, 1983). En nuestra experiencia hemos comprobado la
gran importancia del tiempo de accion de los fijadores, de tal manera que
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hemos obtenido los mejores resultados con aquellos tejidos fijados en
cortos periodos de tiempo, variable de 1 a 3 horas.

Aplicaciones

Las lectinas han sido extensamente utilizadas para localizar restos
glucidicos, en una gran variedad de tejidos, con el fin de detectar a nivel
tisular los glucoconjugados individuales, no demostrables con la mayo-
ria de las técnicas empleadas hasta ahora.

Ademas de esta aportacion en el campo de la Histologia, el uso de las
lectinas ha contribuido extensamente como elemento diagnostico en el
campo de la Biologia Celular y la Patologia, ya que permiten estudiar
las alteraciones en las glicoproteinas celulares, preferentemente durante
la transformacion maligna, tal como indicamos al principio de esta ex-
posicion. Podemos senalar dentro del campo de la Patologia, algunos
casos mas concretos tales como: haber servido de instrumento pronos-
tico en los carcinomas de células transicionales de vejiga, de elemento
de distincion entre carcinomas de mama sensibles o no a los efectos
hormonales, para facilitar el diagnostico de las enfermedades por alma-
cenamiento de glucoproteinas o glucolipidos y en otros muchos procesos.
En resumen, al utilizar las lectinas como instrumento histoquimico, se
ha ampliado nuestro conocimiento sobre los restos glucidicos especifi-
cos de la superficie celular a lo largo de la maduracion normal asi como
en la diferenciacion y transformacion patologica, al mismo tiempo, que
se ha contribuido a la comprension de la patogénesis de determinadas
enfermedades y se ha suministrado un nuevo criterio diagnostico y pro-
nostico en la clinica diaria.

Nota: Una mayor comprension de este capitulo se podra obtener con la lectura
de nuestro "Manual de Técnicas Inmunohistoquimicas" de proxima aparicion
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Tema 10. Introduccion a la histoquimica de proteinas

Como venimos diciendo en los anteriores apartados, nos parece necesa-
rio dar aqui un breve repaso a la bioquimica de las proteinas, previo al
estudio de los métodos de que disponemos para la demostracion de
algunos grupos funcionales de proteinas.

Definicion. Las proteinas son compuestos de C, H, O, Ny S, organiza-
dos en unidades, que son los aminoacidos, los cuales se unen entre si
mediante enlaces llamados peptidicos, en largas cadenas, que pueden
alcanzar hasta un par de millares.

La palabra proteina fue acunada por Jons J. Berzelius en 1838, y deriva
del griego proteios que significa "de primer orden".

Consideraremos primero, siguiendo el razonamiento de Stryer (1988),
los aminoacidos glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina, los cua-
les tienen cadenas laterales alifaticas; las cadenas laterales de los tres
ultimos poseen 3 y 4 atomos de carbono respectivamente y son fuerte-
mente hidrofobos, con rechazo del agua y, por su tendencia a agrupar-
se, ayudan a mantener la estructura tridimensional de las proteinas.
Hay un aminoacido, la prolina que, por su estructura particular se situa
en los lugares donde la proteina tiene que acodarse, influenciando asi la
arquitectura proteica. De los tres aminoacidos con cadenas laterales
aromaticas, -fenilalanina, tirosina y triptofano-, el primero y el tercero
son muy hidrofobos, pero el segundo, la tirosina, lo es menos debido al
hidroxilo que posee en su anillo indolico.

Los aminoacidos sulfurados, cisteina y metionina, son hidrofobos, y la
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cisteina juega un papel muy importante en el mantenimiento de la es-
tructura proteica mediante la formacion de puentes disulfuros entre dos
restos cisteina situados en lugares alejados de la cadena aminoacidica
Los aminoacidos serina y treonina contienen grupos hidroxilos alifaticos
y pueden ser considerados como las versiones hidroxiladas de la alanina
y valina, respectivamente.

Los aminoacidos /isina y arginina son muy hidrofilos y estan cargados
positivamente a pH neutro. La histidina puede estar cargada positiva-
mente o carecer de carga, dependiendo de su ambiente local Existen
dos aminoacidos, el acido aspartico y el acido glutamico, con restos
laterales cargados negativamente y que tienen derivados sin carga, la
asparagina y la glutamina

Los aminoacidos se abrevian segun dos nomenclaturas de tres y una
letra respectivamente que damos a continuacion:

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I

Leucina leu L.
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
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Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \Y

Enlaces Peptidicos
La union de un aminoacido con el siguiente se hace mediante un enlace
peptidico, como se indica a continuacion:

N o N_c’o HA 7o N CoOH
H.N c\/OH H.N CloH e — Foo

G B EH

A R' H.0 R R'

Niveles de organizacion de las proteinas

La union sucesiva con otros aminoacidos formara, al final, una larga
cadena con un grupo amino en un extremo y un carboxilo en el otro y, a
todo io largo de la cadena, cada aminoacido tendra un resto (R) que es
el que le caracteriza. Esto es lo que constituye la estructura primaria de
una proteina, primer nivel de organizacion.

El segundo nivel de organizacion estructural lo constituye la estructura
descubierta por Pauling y Corey (1930). Dos cadenas aminoacidicas
van normalmente enrrolladas entre si formando lo que dichos autores
denominaron alfa-hélice.

El tercer nivel de organizacion esta constituido por el plegamiento so-
bre si misma de dicha alfa-hélice, hasta formar una estructura en forma
de ovillo, cuando se trata de proteinas globulares o de alineacion de una
cadena de alfa-hélice a lo largo y paralelamente con otra, para formar
estructuras mas complejas, en el caso de las proteinas fibrilares

Las proteinas globulares pueden agruparse en 4 u 8 unidades, formando
complejos macromoleculares, lo que puede considerarse como un cuar-
to nivel de organizacion.

Tipos de proteinas
Entre las proteinas globulares encontramos moléculas con actividad
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enzimatica, las enzimas, con tamanos que oscilan entre los 20 y los 80
kilodaltones (el dalton es una unidad de masa aproximadamente igual a
la del hidrogeno) y otras, ain mayores, los anticuerpos, con pesos
moleculares de aproximadamente 200 kilodaltones (Kd) y hasta cinco
veces este peso molecular; también existen peptidos hormonales, pe-
quenas moleculas que pueden tener tan solo 32 aminoacidos aproxima-
damente, como la calcitonina, con pesos moleculares alrededor de 30 a
40 Kd. Finalmente, las proteinas fibrilares estan constituidas por cade-
nas polipeptidicas enrrolladas entre si, de tres en tres, que miden unos
300 nm de largo y 1,4 nm de ancho, y se disponen en cadenas escalona-
das Un ejemplo de proteina fibrilar muy importante es el colageno

Demostracion histoquimica de grupos funcionales de proteinas
Disponemos de metodos para demostrar grupos carboxilos y aminos,
tanto terminales como laterales, y de grupos sulthidrilos y disulfuros,
pero tambien existen metodos para la demostracion de los grupos late-
rales (R) de las cadenas proteicas. En efecto, existen metodos para la
demostracion de tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina y arginina,
aprovechando las reacciones quimicas especificas de sus grupos funcio-
nales. Hemos escogido para ilustrar algunas de estas posibilidades, el
metodo de demostracion del triptofano, la demostracion del grupo
guanidino de la arginina, vy la demostracion de grupos disulfuros, que
damos en el siguiente capitulo
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Tema 11. La demostracion histoquimica de algunos grupos
Sfuncionales de proteinas

Aunque existen una serie de técnicas histoquimicas para la demostra-
cion general de proteinas, bien en funcion de sus grupos aminos termi-
nales y laterales, bien mediante la demostracion de sus grupos carboxilos
terminales y laterales, no vamos a tratar aqui de dichas tecnicas En
ultimo termino, la simple tincion con hematoxilina-eosina nos demues-
tra la presencia de proteinas por el color rosa-anaranjado que da la eosina
al unirse preferentemente a los grupos aminos de las mismas

Hemos elegido la demostracion histoquimica del grupo indol del
triptofano, del grupo guanidilo de la arginina y de los grupos sulfhidrilos
y disulfuros, cuyos métodos se dan a continuacion.

1. Triptofano

Meétodo del dimetilaminobenzaldehido (DMAB)-nitrito de Adams
Glenner y Lillie introdujeron en 1957 un método que usaba DMARB al
2,5% en una mezcla de acido clorhidrico y acido acetico en la propor-
cion 1.3 El metodo era muy poco sensible en material fijado en
formaldehido, a menos que hubiera grandes cantidades de triptofano
En la modificacion de Adams (1957), quien introdujo como agente
oxidante el nitrito sodico, para desarrollar el color del producto final, se
obtiene un intenso color azul en los componentes con elevado conteni-
do de triptofano (granulos de las células de Paneth, granulos de zimogeno,
granulos de las celulas principales del estomago)
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Adams (1957) sugirio el siguiente mecanismo para explicar la reaccion

H R
H % n NS
Ny RM H R C\II\IH,
I /
/CH -COOH4+ ¢ —> ,CH - COOH
1] H.O0
H2 (8] H, + 2’

El pigmento azul (azul de carbolina) se deriva de la beta-carbolina por
oxidacion con el nitrito sodico, pero su estructura quimica parece ser
que se desconoce.

Procedimiento:
1. Llevar las secciones al etanol absoluto y secar al aire
2. Sumergirlas en DMAB al 5% en HCl concentrado (PE 1,18), un
minuto y sin lavar
- Transferir a NaNO, al 1% en HCI concentrado, un minuto.
. Lavar 30 segundosuen agua corriente.
- Lavar en acido clorhidrico al 1% en etanol.
. Deshidratar, aclarar y cubrir.

U, N SO U]

o)

Resultados: Los tejidos que contienen triptofano se tifen de color azul
Nota: La solucion de nitrito sodico en acido clorhidrico produce vapo-
res muy irritantes, por lo que se debe mantener el frasco de Coplin tapa-
do y, una vez terminada la reaccion, lavar con agua abundante de la llave

2. Arginina

Métodos para la demostracion de arginina.

El método clasico para la demostracion de este aminoacido es el de
Sakaguchi (1925), de dificil realizacion tecnica y que, posteriormente,
ha sido desplazado por una modificacion introducida por Lillie (1971)
El reactivo usado por este autor, para la demostracion del grupo guanidilo
de laarginina, es el 1,2-naftoquinona-4-sulfonato sodico (abreviadamente
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NQS), el cual reaccionaria con el grupo guanidilo, segun Lillie (1971)
asi

R
/N’
) N—C”
0 I
Vi h\.’L =N
+ /C=N R <~
NH, 2H0
s0,” SH”
Grupo Complejo rosa

NQS  guanidilo anaranjado

El grupo guanidilo de la arginina es el responsable de la reaccion con los
grupos cetonicos del reactivo NQS. Como testigo de la reaccion se usa
un corte previamente tratado con BENZIL (difenil etanodiona)

o<y
00

Difenil Etanodiona
El Benzil reaccionaria de forma similar al NQS impidiendo, pues, la
reaccion subsiguiente de este ultimo reactivo. La diferencia entre la ac-
cion del benzil y la del NQS es que, mientras el NQS da una coloracion
roja con los restos guanidinos, el producto de reaccion con el Benzil es
incoloro
Segun Gutierrez (1991), la reaccion con el Benzil procederia como

sigue
|
lArg NH D\c/n Ip'-ot /n
V
el 4 T~ W el
ne, 07%R HO NHC -G g
Bloqueante ) )
Anillo tipo
imidazolido

Como el pH a que se realiza esta reaccion es, generalmente, mayor de
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10, al que los restos guanidilos no estan protonizados, se formara un
complejo con un anillo de tipo imidazolico.

Meétodo de Lillie (1971) para la demostracion del grupo guanidilo de
la arginina.
Preparacion de los reactivos

NQS 100.0 mg
Hidroxido barico.......... 0.7 g Mezclar y usar inmediatamente.
Agua destilada ........... 40.0 ml

(A). Benzil ... ... 100 mg
Etanol caliente ........... 20 ml

(B). Hidroxido barico.......... 07¢g
Agua destilada ... 20.0 ml

Mezclar (A)y (B) una vez disuelto el benzil (el hidroxido barico no se
disuelve totalmente) y usar inmediatamente.

NOTA: La formula original da para el hidroxido barico 1,5 g, pero no-
sotros preferimos usar 0,7 g, que todavia es una solucion saturada, con
buenos resultados.

Procedimiento:

1. Llevar dos cortes al agua, después de desparafinar e hidratar

2. Introducir uno de los cortes en la solucion del benzil | hora a tem-
peratura ambiente.

3. Lavar en acetato sodico al 1%, durante 30 segundos y después en
agua destilada.

4. Introducir los dos cortes, el tratado con benzil y el no tratado, en
el reactivo NQS recién preparado, y dejar 10 a 15 minutos a tem-
peratura ambiente.

5. Lavar en acetato sodico al 1% durante 30 segundos y en agua
destilada a continuacion. Deshidratar y montar.

NOTA: El reactivo NQS se prepara cuando los cortes estan en agua
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destilada, listos para pasar a este reactivo, ya que la solucion de NOS se
deteriora rapidamente.

Resultados.

Los lugares ricos en arginina se tifien de color rojo, de intensidad que
depende de la riqueza en este aminoacido. El corte tratado con benzil
debe ser totalmente negativo. Las proteinas basicas nucleares (histonas),
asi como otras muchas proteinas basicas, que deben esta basicidad a la
arginina, dan una reaccion positiva, asi como los granulos de las celulas
de Paneth, celulas somatotropas de la hipofisis, etc.

3. Demostracion de grupos sulfhidrilos y disulfuros
Los grupos sulthidrilos forman parte de los restos laterales de las protei-
nas, como componentes del aminoacido cisteina.

H
HS-CH;-C-co0"
1
NH,
Por otra parte, como la estructura terciaria de las proteinas se mantiene
mediante la formacion de puentes disulfuros (-S-S-), entre dos restos
cisteina cercanos, con la creacion de un complejo que se llama cistina

H u
'ooc-¢c+1,-s—scu,—q—co¢
*NH, +NH,

es por ello que se habla en Histoquimica de la demostracion de sulthidrilos
y disulfuros conjuntamente. Los puentes disulfuros pueden transformarse
en sulfhidrilos mediante reduccion y éstos en disulfuros por oxidacion

Para la demostracion de grupos sulfhidrilos se conocen hasta un total de
7 u 8 metodos, entre los que cabe mencionar los siguientes: (1) metodo
de Bennett (1948), que emplea el Anaranjado de Mercurio, (2) método
del ferricianuro de Chevremont y Frederic (1943), (3) los metodos de
oxidacion con acido performico (Pearse, 1951, Adams y Sloper, 1955),
(4) el metodo del DDD (dihidroxi-dinaftil-disulfuro ) de Barnett vy
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Seligman (1952) v, finalmente, los métodos de las maleimidas, entre los
cuales, el mejor es el de Sippel (1973).

En realidad todos estos métodos se pueden reunir en una serie de gru-
pos atendiendo al mecanismo basico a que responden:

1. Métodos que emplean mercuriales organicos (método de
Bennett).

2. Métodos que emplean la oxidacion seguida de colorantes catio-
nicos (método de Pearse y Adams y Sloper).

3. Métodos basados en el par de 0xido-reduccion -sulthidrilo- disul-
furo-(métodos de Barnett y Seligman y de Chevremont y
Frederic).

4. Métodos que usan maleimidas ( método de Sippel).

Los métodos que usan mercuriales organicos, como el Anaranjado de
Mercurio, se basan en la conocida apetencia de los sulfhidrilos por el
mercurio, que dio origen a la denominacion de mercaptanes (mercurium
captans) a los grupos -SH.

Cuando se oxidan los grupos -SH con oxidantes enérgicos como el aci-
do performico o el peracético, estos grupos pasan a sulfonicos a traves
de una serie de formas intermedias (sulfinicos, sulfénicos), por lo que, si
usamos ahora un colorante cationico, como el Azul Alciano, a pH acido
(0,5 a 1,0), solo se teniran aquellas estructuras donde antes existian
grupos -SH.

Los métodos que emplean maleimidas se basan en la afinidad de los
grupos -SH por las amidas del acido maleico; como hemos dicho con
anterioridad y, el que ha dado mejores resultados, es el método de Sippel
(1973).

Finalmente, de los pares de oxido-reduccion, ninguno mas especifico
para los grupos sulthidrilos que un reactivo que contenga puentes
disulfuros. Para ello se ha usado el dihidroxi-dinaftil-disulfuro
(abreviadamente DDD), segun el método introducido por Barrnett
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y Seligman (1952). Puestos los grupos -SH del tejido en presencia del
reactivo se establecera un equilibrio, en el que se formaran de nuevo
enlaces disulfuros, esta vez entre grupos sulfhidrilos del tejido y la mitad
molecular del reactivo reducido, posibilitando la demostracion poste-
rior de los -SH tisulares, mediante la formacion de un compuesto colo-
reado

Un metodo muy ingenioso es el de Chevremont y Frederic (1943) En
este metodo lo que se aprovecha en realidad es la capacidad reductora
de los grupos sulfhidrilos. El reactivo contiene ferricianuro potasico y
cloruro ferrico, los cuales no pueden reaccionar entre si, sin embargo,
tan pronto como uno de ellos se reduce, el 10n férrico pasa a ferroso y
reaccionara con el ferricianuro potasico dando un producto de color
azul intenso, llamado Azul de Turnbull, que delata la presencia de gru-
pos -SH. Esta técnica. lo que demuestra en realidad es la presencia de
grupos reductores, por lo que hacen falta nuevos controles para asegu-
rarse de que se trata de grupos sulthidrilos.

Meétodo del acido performico-azul alciano para grupos S-5. (Adams y
Sloper,1956).

Para cortes fijados en formalina e incluidos en parafina

Preparacion de los reactivos

Preparacion del acido performico.

Acido formico al 98% R ... 400ml
Agua oxigenada al 30% (110 vols) 4.0 ml
Acido sulfurico concentrado 0S5 ml

Dejar reposar al menos | hora antes de usar y usarla dentro de las 24
horas siguientes
Preparacion del azul alciano.

Azul alciano 3g

Acido sulfurico 2N ~....cs.p. 100 ml de solucion
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Disolver calentando hasta 70°C vy filtrar cuando est¢ frio. El pH final de
la solucion debe ser entre 0.2 a 0.3.

Realizacion del método

1.-
D =
3-

Q -

10.-
11.- Deshidratar, aclarar y montar en cualquier montante sintético.

Llevar los cortes al agua destilada.

Quitar el exceso de agua con papel de filtro.

Sumergir los cortes en el acido performico durante S minutos,
después de haber agitado enérgicamente para extraer el gas
disuelto.

Lavar suavemente con agua de la llave durante 10 minutos.
Enjuagar en etanol al 70% y después en etanol absoluto, secando
con papel de filtro para aplanar las arrugas; después enjuagar
con agua de la llave.

Calentar a 50 o 60°C hasta que los cortes estén secos.
Enjuagar de nuevo en etanol absoluto y después en agua de la
llave un minuto.

Tenir con la solucion de Azul Alciano durante 1 hora a tempe-
ratura ambiente.

Lavar S minutos en agua de la llave.

En este momento se puede contratefiir si se desea.

Resultados: Las estructuras que contengan 4% o mas de cistina se tifien
de color azul de mayor o menor intensidad, dependiendo del contenido
en cistina.

Método del ferricianuro férrico para grupos SH (Chevremont y
Frederic, 1943).
Los autores recomiendan fijaciones cortas en formalina, sin sobrepasar

las 24 horas.

Reactivos:
Sulfato férricoal 1% ........................... 30 ml
Ferricianuro potasico 0,1%. ................ 10 ml

El pH debe ser 2.4
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Meétodo

| - Llevar los cortes al agua destilada.
2 - Sumergir los cortes en tres bafos del reactivo por un total de
20-25 minutos
- Lavar abundantemente en agua destilada
4 - Contratenir los nucleos con algun colorante rojo (Rojo Nu-
clear), opcional
S - Deshidratar, aclarar y cubrir con un montante sintético

(8]

Resultados: Los lugares que contengan sulthidrilos se tinen en azul y los
nucleos en rojo

Bloqueo de grupos sulfhidrilos

S1 queremos asegurarnos de un resultado positivo, con uno cualquiera
de los metodos que se acaban de mencionar, como atribuible a la pre-
sencia de grupos sulthidrilos, debemos usar el bloqueo de estos grupos
con mercuriales organicos, por ejemplo, que no den reacciones colorea-
das Un resultado negativo despues de este tipo de bloqueo es demos-
trativo de la presencia de grupos sulfhidrilos

Reduccion de grupos disulfuros

Para la reduccion de grupos disulfuros se han empleado una serie de
metodos, entre los que mencionaremos el acido tioglicolico y el
tioghcolato sodico y, mejor aun, el dithiothreitol o el dithioeritritol Una
reaccion para sulfhidrilos después de la reduccion demuestra los
sulfhidrilos preexistentes mas los derivados de la reduccion de los
disulfuros
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Tema 12. estructura quimica de los acidos nucleicos

El acido desoxirribonucleico

El ADN (acido desoxirribonucleico), cuya estructura fue dilucidada por
Watson y Crick en 1953, esta compuesto por tres elementos: un azucar,
la desoxirribosa, cuatro bases, dos puricas (adenina y guanina) y dos
pirimidinicas (timina y citosina) y el acido fosforico. En el ARN el uracilo,
base pirimidinica, sustituye a la timina,

El azucar en cuestion, la desoxirribosa, tiene la estructura siguiente

OH H
Beta-D-desoxirribosa

Este azucar, que resulta de la sustitucion del grupo -OH del carbono 2

de la ribosa por un H, se une con otra unidad de desoxirribosa mediante
el acido fosforico.

OH

|

0=P-0H
|
OH
Acido fosforico

Este acido establece puentes entre el carbono 5 de una molecula de
desoxirribosa y el carbono 3 de la siguiente
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Finalmente, las bases puricas y las pirimidinicas tienen las estructuras
siguientes:

LN ¢
/N\C/ \N //N\C/ \NH
s clz cH HC

N/

NN NN S,

Adenina Guanina

9 NH, 0

O\ /‘I:\ 6&
:('(i;' EH H'(': N H’c_n Rl‘H

2N HC Cy HC C

H

Uracilo Citosina Timina

Una cualquiera de estas bases se une al carbono 1 del azucar por el N 1
de las pirimidinas o por el N 9, en el caso de las puricas, como se indica

a continuacion, formando lo que se llama un nucleosido.

R

G
=y
HOCH ch/c\\o

H’<IH HZ
H

Nucleosido

/!

Cuando el carbono S del azucar es portador ademas, de un resto fosfo-
rico, recibe el nombre de nucleotido,

.
Cy
N
o b
i
0=P-0-CH, g N/ Yo
| |
o H H
H

Nucleé6tido
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Insistimos en esta estructura con el esquema siguiente

BASE + AZUCAR = NUCLEOSIDO

BASE + AZUCAR + AC. FOSFORICO = NUCLEOTIDO

Como deciamos anteriormente, los azucares se unen mediante los res-
tos fosforicos, entre el C5 de un azucar y el C3 del azucar siguiente. Las
bases se disponen hacia el lado opuesto al de los restos fosforicos. El
ADN total es un polimero de nucleotidos, pero su constitucion comple-
ta es bicatenaria, es decir, que contienen dos de estos polimeros,
enrrollados uno alrededor del otro, de manera que las bases quedan
hacia el eje longitudinal de esta espiral Las bases se enfrentan siempre,
una purica a una pirimidinica: para ser mas exacto, a la adenina se opone
siempre la timina, y a la guanina se opone la citosina en el ADN. Las
uniones entre estos dos grupos de bases se establecen por medio de
enlaces de hidrogeno

Chargaff (1950, 1951) habia descubierto que (a) la suma de los
nucleotidos purinicos es igual a la suma de los pirimidinicos, (b) la
relacion molar de la adenina a la timina era igual a 1, y (¢) la relacion
molar de la guanina a la citosina era tambien igual a 1. Con estos y otros
datos pudieron Watson y Crick obtener en 1953 el modelo del ADN que
les valio el premio Nobel. Este descubrimiento puso alerta inmediata-
mente a los investigadores en este campo, sobre la posibilidad de la
existencia de un codigo que enlazara las cuatro bases en sus posibles
combinaciones, con los 20 aminoacidos que deberian estar codificadas
por el ADN

Segun datos obtenidos en el texto de Alberts y cols (1983) y conside-
rando que una cadena de ADN que contenga n nucleotidos puede pre-
sentar 4" secuencias diferentes posibles, el ADN de un animal encierra
una informacion genetica equivalente a un libro de 500,000 paginas

El ARN tiene una estructura similar el ADN pero se diferencia en una
serie de puntos: (a) el azucar es la ribosa y no la desoxirribosa, (b) el
uracilo sustituye a la timina; (¢) el ARN tiene una sola hebra aunque en
algunas zonas puede establecerse el emparejamiento entre dos secuen-
cias complementarias al azar
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Tema 13. Histoquimica de los dcidos nucleicos

Introduccion

Existe un amplio repertorio de técnicas histoquimicas para la demostra-
cion de los diferentes componentes de los acidos nucleicos, pero noso-
tros no vamos a referirnos aqui mas que a dos de ellas: la técnica de
Feulgen-Rosenbeck (1924) y la técnica del verde de metilo-pironina de
Kurnick (1959).

Técnica de Feulgen-Rosenbeck

Esta tecnica introducida en 1924 por los mencionados autores aprove-
cha la creacion de grupos aldehidos, obtenidos mediante hidrolisis acida
de las ribosas del acido desoxirribonucleico, para demostrarlos después
con el reactivo de Schiff, el mismo que se usa en la reaccion del PAS
El método es muy especifico, hasta el punto de que usandolo, una serie
de autores han podido demostrar las variaciones cuantitativas que sufre
el ADN en los diferentes estadios normales y patologicos

Su realizacion es sencilla pero requiere de cuidadosa programacion
Procedimiento

I Llevar los cortes al agua en la forma acostumbrada

2. Previamente sc han colocado en la estufa a 60°C, dos frascos de
Coplin, uno conteniendo una solucion de HCI1 0,1 N y el otro
simplemente agua destilada. Una vez asegurados de que, tanto la
solucion de HCI, como la del agua destilada, estan a 60°C

Se introducen los cortes en el agua destilada una media hora, tras

(O]
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lo cual,

4. Se ponen en el HC1 0,1 N donde se tienen 8 minutos exactamente.
5. Pasado el tiempo que se indica, se sacan los cortes y se lavan
abundantemente en agua corriente y luego en agua destilada.

6. Se cubren con el reactivo de Schiff, en un puente de tincion, du-

rante 10 minutos,.
7. Finalmente, se lavan abundantemente al chorro del agua corriente
durante otros diez minutos y posteriormente en agua destilada.
8. Se deshidratan, se aclaran y se cubren.

Resultados:

La cromatina se tifie de color rojo magenta. El tiempo de hidrolisis de-
pende de la fijacion pero para el material de rutina, fijado en formaldehido,
8 minutos es el indicado.

Técnica del verde de metilo-pironina

Esta técnica, introducida por Kurnick (1955), es de gran utilidad para
estudiar el contenido de ARN citoplasmatico y junto con tratamiento
previo con ARNasa, que hace negativa la coloracion de la pironina,
constituye el test de Brachet(1940), lo que le dio a la técnica un valor
histoquimico.

El verde de metilo es un colorante del grupo del trifenilmetano que va
siempre contaminado con un derivado de oxidacion, el violeta de metilo.
Aunque algunos autores, como Lillie (1965), no dan importancia a este
hecho, otros preconizan la extraccion del violeta de metilo con cloro-
formo, mediante un embudo de separacion. Nosotros lo hacemos nor-
malmente asi, con muy buenos resultados.

La solucion de verde de metilo al 2%, se agita repetidas veces en un
embudo de separacion, con cloroformo hasta que €ste toma un intenso
color violeta. Descartado el cloroformo, se repite la operacion tantas
veces como sea necesario hasta que el cloroformo salga incoloro. La
solucion de verde de metilo se guarda en frasco coior topacio, sobre
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cloroformo, recién tomado de la botella original, y se etiqueta conve-
nientemente

La pironina es un derivado del xanteno, que también conviene purificar
en forma similar a como lo hacemos con el verde de metilo, a partir, en
este caso, de su solucion al cinco por ciento.

El método de tincion es como sigue, segun Pearse (1972)

Solucion A Pironina acuosa extraida ................ .. 17.5 ml
Verde de metilo extraido.............. . 10,0 ml
Aguadestilada... ... 250,0 ml

Solucion B Amortiguador acetato 0,2 M pH 4.8

En el momento de usar se mezclan a partes iguales las soluciones Ay B
LLa solucion dura una semana y no debe usarse mas tiempo

Procedimiento:

Llevar los cortes al agua
Tefir con la mezcla anterior 10 minutos a 24 horas
Lavar muy brevemente con agua destilada

w9 —

4. Secar los cortes con papel filtro.
5. Deshidratar rapidamente en acetona, acetona-xileno a par-
tes iguales, acetona-xileno al 10%, dos cambios de xilenos
y montaje con DPX.
Resultados:

La cromatina se tifie en un color verde, o verde azulado y el ARN en
rojo. Si los cortes se tratan previamente con ARNasa el color rojo de la
pironina desaparece

Modificacion de Kurnick al verde metilo-pironina
La modificacion de Kurnick (1955), que se da a continuacion, no usa el
amortiguador acetato, por lo que el procedimiento es mas simple
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Procedimiento de Kurnick:

6.
7.

. Llevar los cortes al agua.
. Tefiir 6 minutos en 12,5 ml de la solucion de pironina, mas

7,5 ml de la solucion de verde de metilo mas 30 ml de agua
destilada.
Secar con papel filtro.

. Deshidratar con dos cambios de butanol normal de 5 mi-

nutos cada uno (no usar butanol terciario).
Sumergir en xileno S5 minutos.

Sumergir en aceite de cedro 5 minutos.
Montar con Permount.

Finalmente diremos que nosotros tefiimos con la solucion de cada uno
de los colorantes por separado, durante 10 minutos cada uno, con lava-
dos intercalados con agua destilada y deshidratamos como habitualmente,
pero en forma rapida e iniciando con alcohol de 96 por ciento.
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Temald. Introduccion a la bioquimica de los lipidos

Los lipidos son moléculas organicas, insolubles en el agua, que se pue-
den extraer de las células con solventes apolares, como el éter, clorofor-
mo o benceno. Hay varias clases y subclases de lipidos, que sirven a
cuatro funciones diferentes:

(1) componentes de membranas,

(2) almacenaje intracelular de combustibles metabolicos,

(3) transporte de combustible y

(4) componentes de la superficie celular que desempefian funcio-
nes importantes de reconocimiento, especificidad e inmunidad
tisular.

Entre las sustancias clasificadas como lipidos se encuentran algunas vi-
taminas y hormonas.

Clasificacion de los lipidos

Los lipidos se pueden clasificar muy adecuadamente por la estructura
de su molécula en (1) lipidos complejos o saponificables y (2) lipidos
sencillos o no saponificables. Los primeros que contienen acidos grasos
como componentes de su molécula, incluyen a los acilgliceridos, los
tosfogliceridos, los esfingolipidos y las ceras. Las ceras no nos interesan
desde el punto de vista de la biologia celular. Los sencillos no contienen
acidos grasos en su molécula y no son por tanto saponificables. La
saponificacion es la propiedad de producir jabones con los acalis.
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Los acidos grasos, componentes importantes de los lipidos complejos,
estan constituidos por una cadena hidrocarbonada larga con un carboxilo
terminal. La cadena puede ser saturada o tener uno o mas enlaces do-
bles. Los mas frecuentemente encontrados en el reino animal son de
numero par de atomos de carbono, principalmente, entre 16 y 20 ato-
mos de carbono; por ejemplo, el acido palmitico con 16 y el oleico con
I8 atomos de carbono. Los mamiferos pueden sintetizar todos los aci-
dos grasos menos el linoleico y el gamma-linolénico, que se consideran
esenciales en la dieta, y se obtienen de los vegetales. Ambos tienen 18
atomos de carbono pero. mientras el linoleico tiene 2 dobles enlaces el
linolenico tiene 3. Estos dos acidos grasos esenciales son precursores de
las prostaglandinas que son fundamentales para ciertas funciones fisio-
logicas importantes.

Acilglicéridos

Son esteres de acidos grasos y de la glicerina. Cuando los tres hidroxilos
de la glicerina estan esterificados con acidos grasos, se les llama
triacilglicéridos, que son los principales componentes de los lipidos de
deposito de la celula animal y vegetal.

Fosfoglicéridos

A esta clase de lipidos complejos se le ha llamado tambien gliceril-
fosfatidos. Son los principales componentes de las membranas celula-
res. En estos compuestos uno de los grupos hidroxilos primarios de la
glicerina se halla esterificado por el acido fosforico y los demas lo estan
por acidos grasos. Como estos compuestos tiene una cabeza polar, -el
acido fosforico- y dos cabezas apolares. - los acidos grasos-. se llaman
anfipaticos

Unidas al acido fosforico puede ir la etanolamina o la colina, y tendre-
mos entonces los fosfoglicéridos de etanolamina y los fosfoglicéridos de
colina, que antiguamente se llamaban cefalina y lecitina respectivamente
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Esfingolipidos y Glicolipidos
Son lipidos complejos que estan compuestos por

(1) esfingosina,
(2) una o dos cadenas de acidos grasos y
(3) una cabeza polar.

Los mas abundantes son las esfingomielinas cuya cabeza polar esta com-
puesta por fosforil-etanolamina o fosforil-colina. La esfingosina se halla
unida mediante su grupo amino a un acido graso insaturado constitu-
yendo una estructura que recibe el nombre de ceramida y es el compues-
to basico de todos los esfingolipidos.

Hay un grupo de esfingolipidos con restos azucarados como cabezas
polares y que por ello reciben el nombre de glucoesfingolipidos.

Entre estos tenemos los cerebrosidos que contienen galactosa y los
sulfatidos que contienen galactosa sulfatada.

Finalmente, solo vamos a mencionar un grupo muy importante de
glucoesfingolipidos, los gangliosidos, que contienen uno o mas restos
de acido sialico, lo que le da un caracter acido a la cabeza polar. Estos
compuestos van unidos a la ceramida mediante restos glucosa, pero pue-
den ademas contener restos galactosa y N-acetilgalactosamina, aparte
de los restos acidos sialicos y parecen participar en la transmision de la
informacion a traves de la membrana (Fishman y Brady, 1976)

Monocapas, Bicapas y Micelas Lipidicas

En sistemas acuosos, los lipidos, principalmente, los fosfolipidos, que
poseen una "cola" apolar y una "cabeza" polar, se disponen con sus
colas apolares hidrofobas en direccion opuesta a la superficie del agua y
sus cabezas polares dirigidas precisamente en esa direccion. Esta dispo-
sicion lleva, cuando éstas moléculas estan en un medio acuoso, a la
formacion de micelas.

La importancia de esta observacion es porque permite el estudio de las
propiedades fisicas de estos modelos tan similares a las membranas ce-
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lulares. Son permeables al agua, pero relativamente impermeables a los
cationes (Na, K) y aniones (CI). Tienen una gran capacitancia y resisten-
cia eléctrica ya que la capa hidrocarbonada continua tiene una baja cons-
tante dieléctrica y es un conductor muy pobre Estas y otras muchas
observaciones han llevado al conocimiento actual de las membranas bio-
logicas, cuyo estudio no podemos abordar aqui
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Tema 15. Métodos histoquimicos e histofisicos para la de-
mostracion de lipidos.

Introduccion

Como dice ADAMS, en su libro Neurohistochemistry (1959), quizas el
mejor sobre la materia, "los metodos histoquimicos dan informacion
mas util y segura sobre la naturaleza de los lipidos, en cortes histologicos,
que los metodos histofisicos"

Sin embargo, los metodos histofisicos tienen su utilidad en un examen
preliminar y, siempre segun el autor citado, el Negro Sudan es el mas
informativo de todos Los métodos histoquimicos dan una informacion
detallada de la naturaleza quimica de los lipidos tisulares

Existen dos problemas, sin embargo, en el estudio de los lipidos (1)
cuando se van a demostrar fosfolipidos hidrofilos con metodos
histoquimicos, la localizacion de aquellos, en el seno de lipidos hidro-
fobos. puede hacer inaccesible a los reactivos acuosos, su llegada a ellos
y, por tanto, su demostracion y (2) los metodos de extraccion de lipidos,
preconizados como testigos negativos de estas reacciones, carecen de
sentido, segun Adams, ya que normalmente estan unidos a proteinas o
polisacaridos, de tal manera, que es imposible su extraccion Por su-
puesto, la extraccion de las grasas neutras de deposito es, por el contra-
rio, muy facil
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Método del tetroxido de osmio-alfa naftilamina para fosfolipidos,
ésteres del colesterol y ésteres de los triglicéridos (Adams, 1959)

1. Fijar los cortes en formaldehido-calcio (acetato de calcio al 1% en
formalina al 10% o cloruro calcico al 1% en formalina al 10%, manteni-
da sobre exceso de carbonato calcico). Aunque los autores no especifi-
can tiempo ni temperatura, 24 horas a temperatura ambiente puede ser
adecuado.

2. Hacer cortes en el microtomo de congelacion de 10 a 15 micras.

3. Tratar los cortes flotantes durante 18 horas, en una mezcla de 1 parte
de tetroxido de osmio al 1% y tres partes de KCIO, al 1%, contenidos
en un recipiente herméticamente sellado y en campana de extraccion.
4. Lavar los cortes en agua destilada 10 minutos y montarlos en portas
5. Tratar los cortes con una solucion acuosa saturada de alfa-naftilamina
en una incubadora a 37°, de 10 a 15 minutos. La solucion saturada de
alfa-naftilamina se prepara anadiendo este reactivo al agua destilada,
previamente calentada a 40° y filtrando después.

NOTA: Hay que tener la precaucion de que la alfa-naftilamina sea puri-
sima, pues, si no lo es, puede ir contaminada con la forma beta que es un
carcinogeno.

6. Lavar los cortes con agua destilada durante S minutos.

7. Contratenir con Azul Alciano al 0,5% en acido acético al 3%.

8. Montar en gelatina-glicerina.

Resultados:

Los fosfolipidos se tifien de rojo-anaranjado, mientras que el colesterol
y ésteres de los triglicéridos se tifien de negro.

Método de la NaOH-OTAN para esfingomielina (Adams y Bayliss,
1963)

Entre los pasos 1 y 2 del método anterior hay que insertar lo que sigue
la. Hidrolizar cortes flotantes en NaOH 2N a 37°C durante 1 hora.
Ib. Lavar suavemente en agua, enjuagar en acido acético al 1% durante
I minuto y lavar de nuevo en agua.
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Resultados:

La esfingomielina y otros fosfolipidos alcali resistentes se tifien de rojo
anaranjado. Los fosfoglicéridos alcali labiles, son destruidos por la
hidrolisis. Los ésteres del colesterol y de los triglicéridos se tifien de
negro

Método del cobre-acido rubednico para los acidos grasos (Holczinger,
1959).

Cortar tejido sin fijar en el criomicrotomo.

Secar al aire las secciones, montadas en portas.

Tratar con acetato cuprico acuoso al 0,005% de tres a cinco horas.
Lavar dos veces, 10 segundos cada vez, en EDTA disodica al 0,1% a pH
Lavar 10 minutos en agua destilada.

6. Sumergir los cortes en acido rubeanico al 0,1% en etanol de 70%,
durante tres minutos. Disolver el acido rubeanico en etanol absoluto,
calentar ligeramente y anadir agua para que quede al 70%

7. Lavar algunos minutos en etanol al 70% y después en agua destilada
8 Deshidratar, aclarar y montar

NOTA: Se pueden emplear también cortes fijados en formalina y corta-
dos en el microtomo de congelacion.

Resultados

Los acidos grasos se tifien en color verde negruzco

w N -

(LT SN

Métodos que usan colorantes solubles en las grasas

Las teécnicas usuales para la demostracion de grasas neutras, esto es, de
aquellas que se encuentran en el interior de las celulas, en forma de
deposito o almacenamiento, son técnicas con un fundamento fisico y no
quimico, esto es, no se trata de técnicas de coloracion sino de
solubilizacion

El principio fisico en que se basan es el del producto de solubilidad En
efecto, si el colorante es mas soluble en los componentes grasos de
tejidos y celulas, que en el liquido en el que van disueltos, cuando la
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solucion del colorante se ponga en contacto con el tejido habra una
transferencia de la sustancia colorante, desde la solucion hacia los com-
ponentes grasos del tejido.

Los colorantes bisazo. Los sudanes

Para este proposito de la coloracion de componentes grasos, se han
usado tradicionalmente, desde 1896, los Sudanes, especialmente el Sudan
I1I y el Sudan IV, el Negro Sudan y, mas recientemente, el Rojo Oleoso O.

OH CH, CH, OH CH, CH, OH |
CON=N< >—N=N8 {OONNL >—N-N8 4 >N-N-< }N.Ng
CH, CH,
Sudan 111 Sudan IV Rojo Oleoso

Cuando el mismo esqueleto lleva cuatro grupos metilos se trata del Rojo
Oleoso O, el cual por tener mas grupos CH, que los anteriores, es con-
siderado como el mejor "colorante" de grasas hasta ahora conocido
(Lillie, 1944).

Finalmente hay que mencionar el Negro Sudan B,

OH

C}N=NON=N8§>C<SHH:
H

Negro Sudan B

Este colorante, sin embargo, debido a los dos grupos aminos secunda-
rios que posee, puede reaccionar quimicamente con componentes
tisulares. La sudanofilia estable de los leucocitos (Lillie y Burtner, 1953)
es de esta naturaleza. Esto se puede evitar acetilando el colorante, pero
esto introduce una complicacion que lo hace menos util para la rutina
del laboratorio.

Métodos para la tincion de grasas neutras con rojo Oleoso O, segun
Lillie (1944).
El método para la tincion de grasas neutras con Rojo Oleoso O (en

111




Cravpio MonNTERO

inglés, Oil Red ) es como se da a continuacion: Se puede usar material
fijado en formalina de rutina, cortados en el microtomo de congelacion
con CO, o en material sin fijar, congelado con isopentano a -160° y
cortado en el criomicrotomo. Nosotros hemos usado este ultimo proce-
dimiento durante muchos afios con buenos resultados.

La solucion madre de Rojo Oleoso O se prepara como sigue:

Sol. A- Rojo Oleoso O ... . 0.5¢g
ISOPropandl @l D8V o s ssss smosssssasas 100.0 ml

En el momento de usar se prepara una dilucion a partir de esta, como
sigue

Sol B- Solucion madre ... ... ... 6 ml
Aguadestilada ... ... 4 ml

La solucion asi preparada, a la que ilamaremos solucion de trabajo, se
deja estar unos 10 a 15 minutos y luego se filtra, segun Lillie (1944)
El procedimiento de tincion es el que se da a continuacion:

1 - Cubrir los cortes obtenidos en el criomicrotomo y dejados secar al
aire unos 10 minutos con la solucion B filtrada sobre el corte

2 - Lavar con agua destilada

3 - Tenir con hematoxilina de Harris acetificada durante 30 segundos
4 - Virar la hematoxilina al chorro del agua de la llave unos 10 minutos
5.- Montar en gelatina-glicerina.

Resultados - Las grasas neutras se tifien de rojo y los nucleos en color
azul
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Tema 16. Introduccion a la histoquimica de las enzimas

Definicion

Las enzimas son proteinas cuya accion biologica consiste en la catalisis
de las reacciones del metabolismo, las cuales transcurririan muy lenta-
mente sin su intervencion. El concepto de catalisis implica la influencia
del catalizador en la reaccion acelerandola, sin consumirse en dicho pro-
ceso. El proceso de la catalisis enzimatica es mas complejo de lo que
esta definicion puede implicar, pero no podemos profundizar aqui en el
mismo. Ahora solo daremos algunas notas utiles para la realizacion de
las tecnicas histoquimicas que demuestran actividades enzimaticas. In-
sistimos aqui en que lo que se demuestra con los métodos histoquimicos
para enzimas no es la proteina en si. sino solo su actividad enzimatica

Preparacion del tejido ;Fijar o no Fijar?

Hay varias formas de preparar el tejido para la demostracion de activi-
dades enzimaticas y la eleccion de una u otra depende de la enzima de
que se trate. Enzimas diferentes resisten de forma diferente la accion del
fijador y no todos los fijadores actuan de la misma manera. Hablando de
una forma general, todos los fijadores poseen un efecto deletereo sobre
las actividades enzimaticas y es necesario asegurarse, en un caso deter-
minado, cual de varios fijadores tiene un efecto menos nocivo, a una
determinada temperatura y en un periodo de tiempo dado. Consecuen-
temente, la decision ultima en esta eleccion es un compromiso entre el
efecto menos nocivo para la actividad enzimatica, la cantidad maxima
de esta que se conserva y la mejor morfologia posible. Independiente-
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mente de cuan grande sea la pérdida de actividad aun es posible demos-
trar la actividad restante, siempre que el método histoquimico sea lo
suficientemente sensible.

Entre las varias posibilidades existentes, los tejidos pueden ser:

(1) congelados sin fijar,

(2) congelados después de la fijacion,

(3) congelados primero y después fijados y,

(4) fijados e incluidos en parafina o en plasticos.

La mayor pérdida de actividad enzimatica la sufre el tejido después del
cuarto procedimiento. Una de las primeras enzimas en ser demostrada
en tejidos con métodos histoquimicos fue la fosfatasa alcalina y se em-
pleo la fijacion en acetona y la inclusion en parafina. A pesar de esto, la
impresion general de los histoquimicos ha sido, durante un cierto perio-
do de tiempo, que la fijacion perjudicaba seriamente la demostracion de
la actividad enzimatica.

Congelacion sin postfijacion

El criterio mas importante para saber que una muestra de tejido ha sido
bien congelada es cuando el tamano de los cristales de agua son tan
pequefios que no se pueden ver al microscopio Optico. Este seria un
buen criterio para trabajar a nivel de microscopia de luz, es decir, cuan-
to mas pequenos sean los cristales mejor sera el resultado. Para obtener
este objetivo, la caida de temperatura debe ser tan rapida como sea posible.
Cuando se sumerge un trozo de tejido en un liquido congelante (nitro-
geno liquido, metilbutano, etc.) la caida de temperatura no es homoge-
nea en toda la pieza sino que lleva un tiempo, que se puede medir, por
corto que sea; esto es, alcanzar la misma temperatura en el centro de la
pieza, que la que se alcanza, en el acto, enla periferia, lleva un tiempo
que se puede medir (Moline y Glenner, 1964). Cuanto mayor sea ese
tiempo, mayor el tamafio de los cristales de agua y mayores los artefac-
tos de congelacion.
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El mtrogeno liquido (-190°C; 85°K) produce mucho artefacto, por la
ebullicion que rodea a la pieza cuando se introduce en €l, para evitar
esto Moline y Glenner (1964) aconsejaron espolvorear la pieza con
polvo de talco de buena calidad. Nosotros usamos este metodo durante
algun tiempo pero pronto empezamos a congelar las piezas con
isopentano (metilbutano), como se especifico en el Tema 2

A pesar de todo, los cortes de material congelado, obtenidos en la
mejor forma posible, en un criomicrotomo, pueden perder la enzima
por solubilizacion en el medio de incubacion, si se introducen en un
medio de incubacion para la demostracion de una actividad enzimatica
determinada. Sin embargo, esto no ocurre con frecuencia, y ello depen-
de, en gran medida, de la localizacion celular de la enzima Si la enzima
esta fija en una membrana celular, plasmatica o interna, o en algun
organito celular, es menos probab:2 que se disuelva en el medio de
incubacion, que cuando forma parte del citosol.

Como ejemplo de lo que acabamos de decir, mencionaremos el caso de
la enzima succinodehidrogenasa y de las diaforasas, que deben demos-
trarse en cortes de material congelado, sin fijar, obtenidos en el criomi-
crotomo, secadas al aire, e incubadas 30 minutos a 37°C, en el medio de
incubacion correspondiente. Sin embargo, la actividad de enzimas, como
la acetilcolinesterasa y la glucosa-6-fosfatasa se demuestra preferente-
mente en cortes obtenidos en el criomicrotomo y fijados en formaldehido,
antes de la incubacion en el medio adecuado. Con esto hemos cubierto
la posibilidad (3).

Fijacion antes de congelar

En nuestra experiencia es muy dificil obtener buenos cortes en el
criomicrotomo, de material fijado en formalina y congelado despues en
el mismo criomicrotomo. Nuestra mejor alternativa para la demostra-
cion de actividades enzimaticas (fosfatasas alcalinas y acidas, esterasas,
y otras) es usar el método de Holts, er al. (1960).

Estos autores fijaban el material en formaldehido-sucrosa, toda la no-
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che, en el refrigerador y después transferian a sucrosa-goma acacia o
arabiga, toda la noche también, a la temperatura del refrigerador. El
material tratado de esta forma puede cortarse facilmente en el criomicro-
tomo y obtener magnificas secciones con buena conservacion de la mor-
fologia.

El proceder de estos autores (Holts, ef al, 1960), segun Pearse (1972,
pag 602), es como sigue:

(a) Formaldehido amortiguado:

Formaldehido al 40%. ... 10.0 ml
Amortiguador fosfatos 0.067 M, pH 7.2 ... 50.0 ml
BUBTOEE e sovostimonon S A S b R ket 75¢g

Disolver la sucrosa y completar hasta un litro con el amortiguador.
(b) Sucrosa-goma arabiga o de acacia:

Mezclar en el estado seco, 30 gramos de sucrosa y 1 gramo de goma
acacia. Este paso dispersa la goma y evita los grumos durante la solu-
cion. Anadir agua destilada hasta completar 100 ml. Almacenar en el
refrigerador o anadir un cristal de timol.

Procedimiento:

(1) Fijar en (a) de 12 a 24 horas, a 0-4°C, trozos delgados de 1 a 2 mm
de espesor.

(2) Lavar brevemente en agua destilada.

(3) Transferir a (b) de 12 a 24 horas, o mas tiempo, a 0-4°C

Fijacion e inclusion en parafina o plasticos

Puesto que Gomori (1939) adapto su primer método para la demostra-
cion de fosfatasa alcalina a material que habia sido fijado en acetona e
incluido en parafina y puesto que siempre ha habido el deseo y la nece-
sidad de demostrar actividades enzimaticas a nivel de microscopia elec-
tronica, donde la posibilidad de utilizar material congelado era remota
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al principio y dificil en la actualidad, los esfuerzos de muchos autores se
dirigieron a la demostracion de dichas actividades enzimaticas en mate-
rial fijado preferencialmente en glutaraldehido, que es el fijador mas
usado en microscopia electronica. Existe una extensa literatura sobre el
tema que habla de los éxitos obtenidos en este campo.

Composicion del medio de incubacion para la demostracion de ac-
tividades enzimaticas

Cualquiera que sea la preparacion del tejido, los cortes obtenidos pasan
en primer lugar al bafio de incubacion para la demostracion de la activi-
dad enzimatica correspondiente.

La demostracion histoquimica de una actividad enzimatica cualquiera
consiste basicamente en los siguientes pasos: (1) incubacion del tejido,
donde se supone que se localiza la enzima, en una solucion que contie-
ne el sustrato de la enzima, el cual puede ser el sustrato natural o uno
artificial, en este paso esperamos obtener el precipitado de un com-
puesto quimico, en el lugar donde se localiza la enzima, que puede ser
coloreado o incoloro, (2) cuando es incoloro hay que convertirlo, en
otro coloreado, que revele la localizacion de la enzima a nivel de
microscopia optica.

Este esquema general, que acabamos de dar, puede ser un poco mas
complicado, es decir en tres pasos, en lugar de los dos que hemos des-
crito o como es mas frecuente, mas simple, al realizar simultaneamente
los dos pasos en una sola operacion.

Un ejemplo del proceder en dos pasos, es el método de Gomori (1939)
para la demostracion de la actividad fosfatasica acida. En el primer
paso las secciones que contienen fosfatasa acida se incuban en un medio
que contiene el sustrato, alfa glicerofosfato de sodio, el cual es escindi-
do por la accion de la enzima, liberando el ion fosfato. Como el medio
contiene también una sal de plomo en un medio acido, se precipita un
fosfato de plomo en el lugar de localizacion de la enzima En un segun-
do paso, el fosfato de plomo es convertido en sulfuro de plomo de color
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negro, mediante el tratamiento de los cortes con sulfuro de amonio.

El método original de Gomori (1939) para la demostracion de fosfatasa
alcalina es un ejemplo de un "meétodo un poco mas complicado", ya que
el primer precipitado, resultante de la accion de la enzima sobre el
sustrato, el glicerofosfato de sodio, es fosfato de calcio (los iones fosfato
reaccionan con los iones calcio también presentes en el medio). Este
fosfato calcico es convertido en un segundo paso, en fosfato de cobal-
to, que es color rosa palido, pero aun poco coloreado para que se le
pueda ver en el microscopio optico. En un tercer paso el fosfato calcico
se transforma en sulfuro de cobalto de color negro con sulfuro de amonio,
con contraste suficiente para revelar la localizacion de la enzima a nivel
de microscopia Optica.

En los dos casos, acabados de explicar, la captura del ion fosfato por
los iones plumbicos o calcicos, presentes en el medio de incubacion, es
simultaneo con su liberacion por la accion de la enzima, pero el color del
precipitado no es suficientemente fuerte para producir un buen contras-
te al microscopio Optico, por lo tanto su conversion en un precipitado
fuertemente coloreado es absolutamente necesario.

Otras alternativas

Hay otras alternativas como, por ejemplo, el uso del alfa-naftol fosfato
como sustrato de la fosfatasa alcalina. Cuando este sustrato es escindi-
do por la accion de la enzima, la molecula que queda libre, se unira a una
sal de diazonio, presente en el medio de incubacion, para dar un precipi-
tado rojo, que puede verse facilmente a nivel de microscopia optica, sin
mayor elaboracion. Este méetodo se da con detalle en el tema siguiente
Todos los ejemplos dados hasta aqui, se llaman de "captura simultanea”,
aun cuando en algunos casos el precipitado es incoloro y se necesita de
un segundo paso para producir un precipitado coloreado. Una literatura
abundante sobre ellos es prueba de que son los mas empleados hoy en dia
Un principio diferente, llamado en general, técnicas de "copulacion post-
incubacion", se ha usado en la demostracion de las siguientes enzimas:
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fosfatasa acida, arilsulfatasas, glucoronidasa y galactosidasa En este
caso, el primer producto de la accion de la enzima es un precipitado lo
suficientemente insoluble y no difusible como para permanecer en el
lugar donde se localiza la enzima, hasta que se convierta en un colorante
de intenso color por copulacion con una sal de diazonio
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Tema 17. Histoquimica de las hidrolasas

Definicion - Las hidrolasas constituyen un grupo de enzimas cuya ac-
cion consiste en transferir el grupo escindido del sustrato al hidroxilo
del agua, de ahi su nombre. En este grupo se incluyen las esterasas,
tiolesterasas, fosfatasas, glicosidasas, peptidasas y pirofosfatasas (Dixon
y Webb, 1971).

Nosotros vamos a considerar aqui, como ejemplo de lo que se puede
obtener en este campo de la histoquimica de las hidrolasas, solamente a
las fosfatasas, las cuales historicamente fueron las primeras que hicieron
su aparicion en la histoquimica enzimatica

Fosfatasa Alcalina
El primer método histoquimico para la demostracion de actividades
enzimaticas fue introducido en 1939, simultaneamente por Gomori en
Chicago y por Takamatsu en Japon, para la demostracion de actividad
fosfatasica alcalina, aunque Takamatsu lo habia publicado previamente
en japones sin gran difusion por los problemas idiomaticos

Estas enzimas catalizan la hidrolisis de una amplia variedad de fosfatos
Organicos

//0 FEnzima 7
R-O—P\—OH + HOH ——— > ROH + HO-P\-OH
OH OH
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Métodos que usan el resto fosfato

En el método de Takamatsu-Gomori se emplea como sustrato un fosfato
organico y el grupo fosfato liberado por la accion de la enzima se apro-
vecha para producir un precipitado con los iones calcio presentes en el
medio de incubacion, en forma de fosfato calcico ionizado. En el segun-
do paso, el calcio del fosfato calcico precipitado, se hace reaccionar con
un nitrato de cobalto, que desplaza al calcio y es sustituido por el cobal-
to, formandose un precipitado de fosfato de cobalto, de color rosa, pero
aun no visible. Este fosfato de cobalto es transformado ahora en sulfuro
de cobalto negro, mediante su reaccion con sulfuro de amonio.

Métodos que usan el componente alcohdlico del sustrato
Posteriormente aparecieron otros métodos, pero el que nos interesa ahora
es el método de copulacion simultanea con colorantes diazoicos, usan-
do naftoles sustituidos. Burstone (1963) introdujo los ésteres sustitui-
dos siguientes:
mop.Na? (IIDP.NB, (ﬁﬂﬂ,Na,
CDNHQCH cnm@m mnn@
H, H, H,

a

Naftol AS-MX Naftol AS-TR Naftol AS-BI

Los ésteres fosfatos de estos naftoles sustituidos se usan en solucion
saturada en dimetilformamida al 2% en amortiguador a pH 8,3 . durante
15 a 30 minutos a temperatura ambiente, copulandose posteriormente
con algunos de los diazoicos siguientes:

OCH, ocH,
C}comuom-i- 2nci, <otz
CH, N cl 'N'
Fast Blue RR IFast Red RC
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Método parala demostracion de actividad fosfatasica alcalina usan-
do los ésteres sustituidos que acabamos de mencionar (Pearse,1972).

L.a muestra de tejido puede fijarse en formaldehido amortiguado-sucrosa,
segun Holt, ez al (1960), y se almacena en sucrosa-goma acacia o arabiga
hasta el momento en que se va a iniciar la técnica

Procedimiento:

I Obtener cortes en el criomicrotomo y secar al aire durante S 0 6 minutos
2 Incubar en el medio recién preparado, durante 5 minutos

Preparacion del medio de incubacion

Fosfato de naftol AS-BI. ... ... ... . 500mg
Dimetilformamida (DMF) ... N o 025 ml
Amortiguador TRISpH 87 ... . . . 2500 ml
Aguadestilada ... ... .. 2500ml
Fast Red Violet LB ... ... .............3000mg

Disolver el Naftol AS-BI en la dimetilformamida. Anadir el resto de los
componentes en el orden en que se dan, agitar y filtrar antes de usar

3. Lavar en agua corriente y después en agua destilada

4 Contratenir con Hematoxilina de Harris acetificada 30 segundos
S Virar la hematoxilina con agua alcalina

6. Lavar en agua destilada y cubrir con gelatina-glicerina

Preparacion del Amortiguador TRIS pH 8.7

TRIS-HCI ... . . 0.15¢g
Trizma base , 049 ¢
Agua destilada . 100.00 ml

Resultados:
Los lugares donde se encuentra la enzima se tifien intensamente de rojo
o de azul segun la sal de diazonio usada
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Tema 18. Histoquimica de las oxidoreductasas

Definicion

Las oxidoreductasas son enzimas implicadas en las oxidaciones y reduc-
ciones biologicas y, por tanto, en los procesos de respiracion celular
Desde este punto de vista el grupo incluye una serie de enzimas que no
vamos a considerar ahora, aqui nos ocuparemos tan solo de las
deshidrogenasas y diaforasas y, concretamente, de la succino-
dehidrogenasa y de la NADH-diaforasa Las deshidrogenasas constitu-
yen el primer miembro de una cadena de enzimas que transfieren elec-
trones desde el sustrato al oxigeno molecular, a lo largo de la cadena
respiratoria

Factores diferenciales con la histoquimica de las hidrolasas

Hay una serie de factores diferenciales entre la histoquimica de las enzimas
hidroliticas y la de las deshidrogenasas. La mas importante es el uso del
sustrato natural para las oxidoreductasas contra el uso generalizado del
sustrato artificial en el caso de las hidrolasas. Aparte del sustrato y del
pH. pues no siempre es posible usar el optimo de la enzima, hay que
considerar la necesidad del empleo de cofactores y coenzimas y el uso
de las sales de tetrazolio. La fijacion fue desterrada del campo de la
histoquimica de las deshidrogenasas, al principio, aunque posteriormente
se vio que una fijacion minima podria ser util para algunas enzimas de
este grupo Sin embargo, el componente nuevo en estos medios de
incubacion es la sal de tetrazolio, que consideramos a continuacion con
algun detalle.
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Sales de tetrazolio

La primera sal de tetrazolio, el cloruro de trifenil tetrazolio, fue prepa-
rada por von Pechmann y Runge en 1894. La gran difusion del coloran-
te no reducido hizo imposible su uso. Esto llevo a la busqueda de otros
tetrazolios y asi se prepararon el neotetrazolio (NT), el azul de tetrazolio
(BT) y una sal de monotetrazolio (INT). Finalmente, se sintetizaron el
(NITRO-BT) y el TETRANITRO-BT y Pearse (1957) preparo un nue-
vo tetrazolio, al que llamo abreviadamente MTT.

El caracter mas valioso para que estas sales se usen en estos métodos
histoquimicos es la propiedad que tienen de ser solubles e incoloras en
estado oxidado e insolubles y coloreadas en estado reducido, recibiendo
entonces el nombre de formazanes. Cuando estan presentes en el medio
de incubacion, los hidrogenos desprendidos por la accion de las
deshidrogenasas son recogidos por la sal de tetrazolio presente en el
medio de incubacion, reduciéndose a un formazan coloreado e insolu-
ble, como acabamos de decir.

Los formazanes son capaces de formar quelatos con el Cu, Ni, Co y Ag.
Aprovechando esta propiedad, Pearse (1957) introdujo su método con
el MTT en presencia de Co, que no produce cristalizacion y evita la
difusion. En mi experiencia, este método, produce unos resultados de
gran contraste, pero hay que fotografiarlos pronto porque en el trans-
curso del tiempo se producen grandes artefactos de difusion y cristaliza-
cion en el medio de montaje acuoso con el que hay que cubrir los cortes.
La gran ventaja de otras sales como el Nitro-BT y el Tetranitro-BT es
que los cortes se pueden dehidratar y aclarar, pero el color que dan no
€s muy intenso.

A continuacion damos el procedimiento para la demostracion de la
NADH-diaforasa y de la succino-dehidrogenasa (abreviadamente SDH).
De la NADH-diaforasa diremos que se trata de enzimas que catalizan la
oxidacion de las coenzimas NADH y NADPH; reciben también el nom-
bre de tetrazolio-reductasas. La localizacion es mitocondrial pero se
han descrito localizaciones extra- mitocondriales. La SDH interviene en
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el ciclo de Krebs en el paso del succinato a fumarato.

Técnica para la demostracion histoquimica deNADH-DIAFORASA
(Pearse, 1972).

I Obtener secciones en el criomicrotomo de 6 a 8 micras, de mate-
rial sin fijar.

2 Secar brevemente al aire e incubar en el medio que se da a conti
nuacion, 30 minutos a 37°C.

Solucion madre

MTT tetrazolio (I mg/ml) ... ... . 25 ml
TRISOIMpH74. ... . R Rk et e 2.5ml
Cloruro de cobalto 0.05S M (11 0%) ......... .05 ml
Agua destilada ... ... o .3 5ml

Ajustar el pH a 7 y almacenar a -20°C.

Medio de incubacion

NADH ... . . 2.0 mg
Soluctonmadre ... ... ... 1.0ml

Esta solucion se prepara justo antes de usar

3. Escurrir la solucion de incubacion y colocar los cortes en formol
salino, 1S minutos

4 Lavar abundantemente con agua destilada.

5 Contratenir con verde de metilo (opcional)

6. Lavar con agua destilada y montar con gelatina-glicerina

Resultados:
Los lugares de actividad enzimatica se ven de color negro intenso

(mitocondrias)
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Demostracion de actividad succino-dehidrogenasica (Pearse, 1972).

(A) Solucion madre
Se usa la misma que se ha dado con anterioridad.

(B) Solucion madre del sustrato

Succinato s6dico ... 0.972g si es anhi -
dro (1.896 g si es hexahidrato)

Aguadestilada ... 0.8 ml

HCLIN 0.05 ml

Ajustar el pH a 7 y el volumen a 10 ml y almacenar a -25°C.

Medio de incubacion

Procedimiento:

1. Obtener secciones en el criomicrotomo.

2. Secar brevemente al aire e incubar 45 a 60 minutos a 37°C.

3. Drenar y fijar en formol-salino 15 minutos a temperatura ambiente.
4. Lavar y contrateiiir, si se desea, con verde de metilo.

5. Lavar y cubrir con gelatina-glicerina.

Resultados:

Los lugares de actividad enzimatica se ven en negro y se localizan en las
mitocrondrias.

129



Bibliografia

PEARSE, A .G.E. Histochemistry. Theoretical and Applied. Volume 2. 3rd edition
J.& A. Churchill Ltd. London, VOL- II, 1972

PECHMANN. H. von, RUNGE, P. Berichte deutsche chemische (resselschaft. 27
2920, 1894, citado por PEARSE, 1972)




El Sr. Ing, Jaime Valle Méndez
Rector de la Universidad Auto-
noma de San Luis Potosi, dis-
puso la impresion de este libro
en los Talleres Graficos de la
Editorial Universitaria Potosina.
La edicion estuvo al cuidado del
autor y de José de Jesus Rivera
Espinosa. Fue concluida el 11de
diciembre de 1997 y consta de
1000 ejemplares.






Editorwal
Uneiversitaria

Potosina



	572 M6M30001
	572 M6M30002
	572 M6M30003
	572 M6M30004
	572 M6M30005
	572 M6M30006
	572 M6M30007
	572 M6M30008
	572 M6M30009
	572 M6M30010
	572 M6M30011
	572 M6M30012
	572 M6M30013
	572 M6M30014
	572 M6M30015
	572 M6M30016
	572 M6M30017
	572 M6M30018
	572 M6M30019
	572 M6M30020
	572 M6M30021
	572 M6M30022
	572 M6M30023
	572 M6M30024
	572 M6M30025
	572 M6M30026
	572 M6M30027
	572 M6M30028
	572 M6M30029
	572 M6M30030
	572 M6M30031
	572 M6M30032
	572 M6M30033
	572 M6M30034
	572 M6M30035
	572 M6M30036
	572 M6M30037
	572 M6M30038
	572 M6M30039
	572 M6M30040
	572 M6M30041
	572 M6M30042
	572 M6M30043
	572 M6M30044
	572 M6M30045
	572 M6M30046
	572 M6M30047
	572 M6M30048
	572 M6M30049
	572 M6M30050
	572 M6M30051
	572 M6M30052
	572 M6M30053
	572 M6M30054
	572 M6M30055
	572 M6M30056
	572 M6M30057
	572 M6M30058
	572 M6M30059
	572 M6M30060
	572 M6M30061
	572 M6M30062
	572 M6M30063
	572 M6M30064
	572 M6M30065
	572 M6M30066
	572 M6M30067
	572 M6M30068
	572 M6M30069
	572 M6M30070
	572 M6M30071
	572 M6M30072
	572 M6M30073
	572 M6M30074
	572 M6M30075
	572 M6M30076
	572 M6M30077
	572 M6M30078
	572 M6M30079
	572 M6M30080
	572 M6M30081
	572 M6M30082
	572 M6M30083
	572 M6M30084
	572 M6M30085
	572 M6M30086
	572 M6M30087
	572 M6M30088
	572 M6M30089
	572 M6M30090
	572 M6M30091
	572 M6M30092
	572 M6M30093
	572 M6M30094
	572 M6M30095
	572 M6M30096
	572 M6M30097
	572 M6M30098
	572 M6M30099
	572 M6M30100
	572 M6M30101
	572 M6M30102
	572 M6M30103
	572 M6M30104
	572 M6M30105
	572 M6M30106
	572 M6M30107
	572 M6M30108
	572 M6M30109
	572 M6M30110
	572 M6M30111
	572 M6M30112
	572 M6M30113
	572 M6M30114
	572 M6M30115
	572 M6M30116
	572 M6M30117
	572 M6M30118
	572 M6M30119
	572 M6M30120
	572 M6M30121
	572 M6M30122
	572 M6M30123
	572 M6M30124
	572 M6M30125
	572 M6M30126
	572 M6M30127
	572 M6M30128
	572 M6M30129
	572 M6M30130
	572 M6M30131
	572 M6M30132
	572 M6M30133
	572 M6M30134

