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~de pH. cargas eléctricas opuestas, fenémenos de adsorcidn,: et
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INTRODUCCION

Desde Ia inlcincién de Ia Histologia como’ ciencla as razon
por las que distintas estructuras histologicas acept erm|
dos tipos de colorantes han sido motivo de- discusién ¢ ‘Snvcstigu-
cién. Se han propuesto numerosas teorias para txphca: el meca~
nismo de tinc’dn o impregnacién (afinidades quimicas,- d:fexenclas

pero ninguna ¢s satisfactoria para todos los cosos, 6 todos Jos’ dis:
tintos métados histolégicos. La nueva rama de la ciencia !lamnda
Histoquimica es Ia aplicacién de principios de analisis qurmlco cu
fitativo, en la mayoria dc los cosos, a los métodos histolégicos. Por
lo tanto el mecanismo por el cual sc obtlenen coloraciones de sxshs-
tancias & grupos quimicos en Histoquimica es mucho mejnr cono~.
cido que los que gobiernan las reacciones histoldgicas classcas. i

 Durante’ la ultima década se ha despertado un nuev_Q,i;)tetés
en ¢l tejido conjuntive. Las publicaciones de Klemperer (3 0)
bre la patologia de las enfermedades que afectan al teixdo conju
tivo como un sistema, y que fueron bautizadas por él com
fermedades de la colagena”, han contribuido g:andcmentt
mentar éste interés; de Ja misma manera han obrado I
conacimientos sobre el efecto de las hormonas () sohe el tejie
conjuntivo y sobre la quimica () y lo fniologia (¢) de 1
‘tancin fundamentz). Todo esto ha hecho que biélogoe,. Inmtig
dores y médicos copiccen a dudar del dogma de Vifchqw sob
la patologia celular y se preocupen por los distlntos aspcctos del
sistema conjuntivo’ intersticial,

El tejido conjuntivo constituye, probablcmente, una u:ud A
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uida h'regulamentc en el organismo. con

[ ‘azul‘:de olmdina y la t_t_onmn 'y quc constituyc d substtatum de
alg nos factores de. dif sién. como la hlalumnidasa

La- interrclt\cién entre los. elementos ﬂbsilares y ln substancia :
‘fundamental ‘del - tejido conjuntivo se -desconoce. Se ha.. sugemdo“ o
(Meyer) (“) que l ,_;nubstancla fundamenml nctua como cemen- AP
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bras colhgenas. y el mbnio :cdemc de ‘Follis - (“) pauce
yar esta opinion, asi como la publicacién de” Highberger, Smil
- Gross (*). Sin embargo todnvm no_es. posible hacer ningun
afirmaciéon definitiva. .

En un articulo reciemc. lhmm y Pérez Tnmayo ™)
ron la atencidn al hecho de que, en el fibroadenoma_, m;
las fibrillay conjuntivas poseen caracteres tintoreales 'y - morfolbg
cos ambnguos' es decir, fibrillas' con' los caracteres morfoléglp
reticulina mostraban afinidades tintoreales de’ coltgenn. Loa
mos autores prcscnumn una tabulacién de otras 4reas en las que
las fibrillas conjuntivas cambian sus caracteristicas. tintorealea
relacién con su morfologin Un factor comiin u todas estas érea
{ncluyendo los fibroadenomas. es la presencia de gran. ‘cantida
de substancia fundnmental intersticial. Es posible que. este cambi
de coloracién de las fibrillas sea debido a la presencia de substan
cia fundamental. He creido importante el examinar- esta 'posiblli
dad como temn para mi tesis pmfcsional : :
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 MATERIAL

- El material empleado consistié de 10 fibroadenomas
dula mamaria, extirpados a mujeres cuyas edades oscilan
18 v 35 afios. ' ‘ Tl

Las cacacteristicas macroscodpicas de dichos - fibroadenomas ' se
pueden resumir en las siguientes: ~ ST

Fragmentas de tejido con forma esférica a excepcién de 2 que
son irregulires, bien encapsulados, y que al corte muestran un color -
blanco grisiceo & rosado, consistencia blanda, estructura lobular-
unos. mientras que otros presentan nodulaciones; dos de ellos de-
jon escapar un mmterinl filante. Su tamaiio varia desde 1.3 cm: de
didmetro para el mas pequedo, mientras que e mayor mide 9 cm.
en su eje mayor, siendo la medida comin para los restantes la de
2y 3cem. - : : S A

Microscopicamente se observa en ellos deformacion de' los. con-
ductos y acinis mamarios, proliferacién del tejido conjuntivo peri
canalicular laxo y con fibrillns finas, y en dos de elios se obser
substancia intercelular baseéfila, o S

Este materin) fué escogido para la realizacién del.trabajode-
bido a que es precisamente en estos casos en los que se han obser-
vado las alteraciones motfoldgicas y tintoreales de las fibras co
juntivas en presencia de cantidades anormalmente abundantes .
substancin fundamental. Ademas Wislocki, Bunting 'y ‘Demps
(*?). Bunting (*). e lhnen v Pérez Tamayo (**) han demostrado
que la metacromasia interfibrilor que se encuentra en el parénqui-
ma mamario puede ser prevenida cuando se trata la . preparacidn
con hialuronidasa. Podemos, entonces, estudiar la influencia de Ja
fracciébn metacromética de la substancia fundamental en las:
dades tintoreales de las fibras. - R

m



"METODOS
" FIJACION. | L
. Todos los fibroadenomas se fijaron en una solucién de for-
mol en agua al 10% durante 12 horas de donde pasan a una solu--
cién de [ormol al 10% en alcohol etilico de 80° por 8 horas. y por.
Gltimo durante 12 horas en alcohol de 80° con &cido picrico. | -
INCLUSION.

Una vez efectuada la fijacibn se sigue la técnica para su in-
clusién en parafina, que es la siguiente: '

Alcohol etilico 95° .. ..... ... . i e 60’

" Alcohol etilico absoluteo I ... ... . ... ..l 15
Alcohol etilico absoluto H ... ... ... ... Ceeiaes 15
Mezcla a partes iguales de etanol absoluto y CHCL,. 60
Cloroformo I ... i it i ivi i 15/
Cloroforme II ...... et e ettt 105
Paraflina-cloroformo en estufa a 58°C. ........... 40!
Parafina en estufa a 58°C. .............. P 30

Por altimo, formacién del bloque en parafina-cera.

CORTLS.

Una vez hecho ¢l bloque se procede a cortarlo en el microto-
mo, graduindolo de modo de obtener secciones de 6 micras de

_espesor, las que se montan en portacbjetos limpios y desengrasa-

dos sobre los que previamente se ha extendido una delgada capa
de glicerina: una vez hecho esto se llevan los cortes a la estufa a
58° durante 24 horas.

Sobre los cortes asi obtenidos se hace actuar la enzima. Pa-
ra ello se utilizé6 hialuronidasa testicular liofilizada manufactura-
da por Wyeth Incorporated bajo el nombre comercial de "WY-

DASE", disuelta en una solucién tampén de Na,HPO, y acido -

citrico ajustada a un pH aproximado de 5.4

. Se hacen 2 soluciones de 750 U. T. R, de hialuronidasa ca- -

da una, en 200 c.c. de solucién tampén: una de las soluciones se lle-
va a la ebullicion durante 10’ con objeto de inactivar la enzima.
La serie de cortes de cada caso se divide en 2 lotes que una vez
deparafinizados se llevaran: uno dentro de la solucién de enzima
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© Nz para determinar 1o’ presencia 'y localizacién de lo: substancia

- activa, y cf otro a la inactivada, incubsndolos en’ estufa a '37° du.’

- rante 21 horas. Después de éste tiempo sc lavan ‘en agua desti

© lada’ procediendo inmediztamente a efectunr las - distintas  tincic
‘nes en los 2 lotes 8l mismo tiempo. R R

Los métodos de tincidn. que se eligieron fueron: el de meta

cromasia con azul de toluidina, el método de Van Gieson, la he

_matoxilina. fosfotingstica de Mallory, ¢l método de la leucotuch
sina de Schiff, el método tricrémico 'de Masson y la impregnacié
argéntica de Wilder. La metacromasia con axul de toluidina

fundamental en distintas &reas de cada caso, y la efectividad de
la enzima en eliminarla, Los demés métodos constituyen los m
comunmente usados para tejido conjuntive en general. . A cont
nuacidon se detallan las técnicas histologicas seguidas.

TINCION. o 1
a).~METODO DE VAN GIESON (»). . .
Reactivos: T

Solucion de fuchsing acida ol 15 R
Acido picrivo ..... B oo L5 g o
Acido clorhidrico concentrado ., .. .. 0.25 ce
Agua destilada ...... e 95 . cc

f.a proporcién usual es de 5 c.c. de fuchsina scida al 1%
mg. de colorante) que se agregan a 95 cc. de solucién : ac
saturada de fcido picrico. La adicién de 0.25 c.c. de HCl con-
centrado & la mezcla anterior agudiza la difgrcnciaaén'._{,dc,;gpdo
que ¢l misculo aparece puramente amarillo y las fn'i_wr:gs-;:f:o!ég
nas en rojo. ' R

Hematoxilina de Weigert: v ST =

Mézclense 100 c. c. de solucién fresca al 15 de hematoxilina
en alcohol de 95° con 95 c. c. de agua destilada. L.C. c. de HCY
concentrado, y 4 c.c. de la solucién de cloruro férrico al 29.19%

Tincidn: » PR T Ty
1.—Se tifien los cortes 5 minutos en cloruro ferrico éc’d°d°'
Weigert. B A LT
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2.~Lavar en agua. ‘
. 3,~Tefir durante 5 minutos en la mezcla fuchsina-acido pi-
crico.

4. ~Deshidratar y diferenciar por medio de 2 6 3 cambios de: ‘
alcohol de 95° y de 100°

5.~Aclarar con una mezcla de alcohol de 100° y xilol. sesuidov L

de 2 & 3 cambios de xilol puro.
- 6.—~Méntense en resina sintética,

- 8).~HEMATOXILINA FOSFOTUNGSTICA DE MA-
LLORY ().
Reactivos:
Acido oxalico al 5%
Yado al 0.5%6 en alcohol de 95°
Tiosulfato de sodio al 0.5%
Permanganato de potasio al 0.25%
' Soluci6on saturada de HgCly

Hematoxilina .................. 1 ar.
Acido fosfotingstico . ........... 20 gr.
Agua destilada ................ 1000 c.c.

La hematoxilina y el acido fosfotingstico se disuelve en los
1000 c.c. de agua destilada. Este reactivo madura en varias semanas.

Tincidn:
l.—~Mordentar 60 minutos en la solucién saturada de HgCls,

2.—Poner los cortes 5 minutos en la solucién de yodo al 0.5%

3.~Solucién de tiosulfato de sodio al 0.5%% durante 5 mi-
nutos,

4-—Lavar en agua de la llave.

5.~—~Solucién de permanganato de potasio al 0.25% durante 5
minutos.

6.—~Lavar en agua.
7.—Cinco minutos en solucién de &cido oxalico al 5%.
8.~Lavar en corriente de agua por 1 6 2 minutos.

20




-—Te!lir en ln hemlloxmna fosfotﬁngauca durante 24 ho-
s,

‘ lO.-Deshldramr rhpidamente en alcohol de 95° IOO° acla~ :
: rar con una mexcla al 505 de un agente deshidtatantc 'y
xilol, después 2 pasos en xilol, Montarlos en resina. - -

¢).~METACROMASIA CON AZUL DE TOLU[DI-‘f
NA.* ().
Reactivos: :
Solucién tampén. PRh .
A.—4.2gr. de écido citrico en 100 (X% de agua desulada
B.—59 gr. de citrito de sodio en 100 c.c. de agua destilada.

“ Mezclar 70 ¢ c. de la soluckén A con 30 c. c. de la solucién

g. gosn lo que se obtendrs una solucién con un pH aproximado B
¢

Azul de toluidina ...... Ceeeeenas 0.05 gr.
Solucién tampén ....... ereiaene. 300 o
Tincién: : -

l.—Se tifien los cortes durante 4 horas en la solucitn de azulf. 5
de toluidina. :

2.—~Lavar rapidamente en agua, montandolos inmed:atamcn-
te en glicerina, :

d}.~LEUCORUCHSINA DE SCHIFF. (™).
Reactivos:

Acido peryédico (H:1Oe) .......... 0.5 gr.

Agua destilada ................... 100 ee
Agua destilada ........... cerneens 194 ce
HCl cencentrado ...... Ceeees -
"Na.SO;  .ooovvviiiieninns ceesiae B gr
‘Fuchsina basica ..... Ciaeseenas e 2 gre
Agregar y agitar carbon qufmico 1 gr
FEiltrar. o E S
NaHSO: . ivviciiniiareiaanrenes 05 gr.
Agua destilada .......... ... 100 c.c.

{* ) Este método mostrd considerables varlacloncs en sus resultados de lo- i
te a lote de preparaclones y ain de dia a dia; El que se detalla €3 el que se -
siguid al finsl del trabajo, después de varias pmbu con otras vniacloncs
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" Hematoxilina de Haeris: ‘ |
. Hematoxilina .........cc.00nenie. Pigne

a Ak0h0l960 yiol‘blii';lt.lllol..;ntbb 15 CQCO CN
© Agua-destilada ... ... 000 1000 gl
“Alumbre de NH, y K ............ 20 gr.
Oxido rojo de Hg ............... 05 gr.
Acido acético ......... .. vreseens 10 e

solver ¢l alumbre en agua, con ayuda de discreto calor. Mezclar las

anteriores soluciones y calentar hasta que se inicie la ebullicién.

- Agregar de un golpe el HgO, cuidandd no se derrame la hema-

. toxilina al efectuar ¢ésta operacion. Hervit durante 5 minutos y en-:

friar rapidemente sumergiendc el recipiente que los contiene, en

~ - hielo. Agregar &cido acético v filtrar ¢como minimo 5 veces, cam-
*‘blando papel filtro frecuenteriente,

Tincidn:

l.—Acido peryédico durante 10 minutos
2.—Lavar en agua destilada. :
3.~Reactivo de Schiff durante 15 minutos.
. 4.~Lavar en agua destilada. ’

- 5.~Bisulfito de sodio durante 2 minutos, 3 veces.
" ' 6.~Lavar en corriente de agua.

- 7.—Hematoxilina de Harris,

" 8.~Virar en agua. :

hol. xilol, para montarlos después con resina.

¢).—TRICROMICO DE MASSON. (**) (Ligeramente M
dificado). ‘ '

Reactivos:

1).—Ponceau-fuchsina_de Masson.
Xilidene ponceau al 19 en acido acético al 1¢5 . 2 partes
Fuchsina 4cida al 166 en &cido acético al 1% .. | parte

; De la mezcla anterior se hace una dilucién en el momento de
efectuar la tincién. Asi que: ‘

Mezcla fuchsina-ponceau -C.
Agua destilada ...... et e . 90 cc.

. 2).~—Solucién acuosa al 1% de scido fosfomolibdico.

a2

~ Disolver la hematoxilina en alcohol con ayuda de calor. Di-

9.~Deshidratar por sucesivos cambios en alcohol,- xilol-alco- oy




3)1—Soluci¢n al j& de ve:de luz en tcido acétlco al l% dc:..
Lz:lquiz en el momento c efectuar la tincion se cmpiea la siguiente
ucidn:

Solucibnal 2% devtxde luz ....-}iO ce
Agua destilads .........00..000 90 c

Tincidn

* {.—~Tefir durante 5 minu!m en bemntoxmna de Wcigert
2.~Lavar por 5 minutes en corriente de agua.
3. ~Tefiir en la mezcla fuchsina—poncun durante 5 minutos.
4.~Lavar con acido acético en dilucién de 1:500. e
wxordcmar 5 minutos en la. solucxén de acido Eosfomolib'
co : 1
6.~ Escurrir y tedir después durante 5 minutos en la solucibn T
de verde luz. e
7.—Lavar con scido acético al 1:500, y diferenciar durante 1 6
2 minutos en dicho écido.
8.~Deshidratar como usualmente, pasardo por alcohol, xilo)-‘ -
fenol, xilol y montarlos en resina. A

f).—IMPREGNACION ARGENTICA DE WILDER ('")

Reactivos: ) _
NHOH al 2898 ........coiinienn, I'ce.
AgNQ, al 10% ..... Sheaes eveeve.d. 10 cel
Agua destlada ........... eeerares o 10 g

' En un frasco se pone 1 c.c. del NH,OH, se e anaden 7 c.
" del AgNO, al 10% rapidamente y el resto lentamenty’ hasta un 't
tal de 10 c.c., agitando el frasco después de cada adicién ‘para di
solver las nubes color café del éxido de plata hasta que:perdur
una ligera opalescencia. Después afiadase un vohxmcn igual de agu ;
destilada. A v '
KMnO, al 0.5%
‘Acido oxalico en solucion al 5
Niteato de uranilo al 1%

Formalina al 1056 - = .
Cloruro de oro al 0.2
Tiosulfato de sodio al 5%

23
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"l.-Pemanganuto de potnslo dumnte 2 minutos.
'2.~anar ‘en agua, '

i .--Acldo oxAlico durante 2 minutos.

4.—Lavar en agua-

‘f"iS—-N!tmto de Umnllo al 1% de Wilder dumntc 5-10 mi—_
LT nutos.

i.v«.6.--l,avar Gurante 3 minutos en corrente de ugua y dcspués
con 2 cambios de agua destilada.

o 7.--Pou!endo las laminillas horizontales, Cubrirlas con el hi-
- dréxido de plata amoniacal. Déjese actuar durante 3 mh
nutos, decantese y

8.--Llwcnse ripidameate en agun desulada.
' 9.~Reducir durante 2 minutos con formalina al 10%
10.—Lavar por 3 minutos en corricnte de agua.

"»-:ll-»—Dejar 2 minutos en cloruro de oro al 0.2%, o hasta colo— ;
racién violeta. :

. 12.—~Lavar en agua de la lave.

13, ~Fijar por 2 minutos en tiosulfato de sodm. i
“*H.-—-'Lavar en agua de la lave.

s --Contrastat en agua de la llave dumnte 2 mmutos Dx"-
' ferenciar en 2 6 3 cambios de alcohol de 95° e

fed 16 —-Dcsh:dtatar y montar en resina,




Cm-h*ux.olll
RF_SULTADOS

v Como s de cspenm " Ios mnltados fueron variables gin
~ la técnica utilizada, por lo que se discutirdn por separado. Las- ta-
 blas'1 'y 2 muestran un mumen de los resulta dos part cada
y para cada técnica. . , :

» Mﬂcdo Tncrdmko de Muson

En esta tincién se observé que 5 de los casos pmenturon una
coloracion mas palida en los cortes sobre los que se¢ hizo actuar la
enzimn en comparacién con los que se trataron unicamente con enzi.
mn inactiva, mientras que 3 la presentaron mas obscura. En:4: d
los casos sc observé una mejor deﬂnidbn de los elementos celu:

“lares y fibrilares, . , ,

Método de Van Gieson.

Se nbservé una coloracién més pauda en 4 casos y ,
oscura en 5. Por otra parte 6 de ellos se encuentran mejor ‘defini
dos, por lo gue se pucde decir que en esta tincion al elimin
substancia fundamental se obtiene una mejor dcf(nlcién.

Hematoxilina Fosfomngstxca de Mallory

' Cuatro de los casos presentaron coloracion més obscura.
palida, y en 4 no se observé ninguna difcrencin. >

,'Leucofuch.sma de Schiff.

Se obtiene una coloracién més intensa en 4 casos, P
lida en 5. En este método se puede dar por resultado el obtener ur
- mejor definicién ya que 8 de los casos la presentaton.

- Impregnacién Argéntica de Wilder,

: En 7 de los casos se observa mejor dcfinicxén. En cuanto a la:{
~ intensidad de la coloracién, en 6 fue mas palida y en 1 més:oscu
Los cambios de la coloracién en este método son més abundan

: quedan evpresados en el cuadro numem 2. _

%
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Palida

Mejor definida 1] 1 7
Mr@s detalle — . i -
Mas oscura & B 4 t
No hay diferencia * 1 ) 4 t
No ‘se comparan — 13
Mas negra ) .- » —
Mis cvafév - -

" de ‘color

-

No_ bay cambios' dei
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DISCUSION

La explicacién de por qué tifien los dtstmtos colorames en
llmlogta ¢s un problema que estd muy lejos de ser resuelto. Se
an_slaborado numerosas teorlas pero ninguna de ellas satisface to-;”-"
do_s los casos. Es muy probable que cada colorante o cada grupo
“de colorantes tifin por distintos mecanismos de orden fisico-quimi- -
o0, y no debemos olvidar que ln mayoria de los métodos histol6-

“gicos sélo son wtiles despuéds de la fijacion, otm proceso cuya na- :
tumle,,a intima no se conoce. .

Las técnicas histologicas designadas a revelar substancias o
" -grupos quimicos conocidos constituyen la base de la H:stoqu!mic
De hecho. puede decirse que un método h'stoldgico cuya naturale-
za sea reveladn por distintas investigaciones como teniendo una'. -
base quimica que permita In identificacién especifica o semiespe~
. cifiea de estructuras quimican pasars a formar parte de la Histo-
-t quimica.

Uno de los métodos utilizados para este ttaba;o parece - tener* :
" una explicacidn quimica: ¢} método de la leucofuchsina de Schiff.
- La-variante- utilizada es la publicada por Mowry y colaboradores. -

-~ La txplicacién (*) mas aceptada es que por medio del ‘acido per-
.+ yédico se oxidan los grupes glicoles y OH.- NH.- vecinales, espe- *
. cialmente los que se encuentran en las porciones termmalcs de las”,
" cadenas, y por lo tanto son mas occesibles a los reactivos. Por me- -
dio de dicha oxidacién, los grupos mencionados antes, pasan a ser. .
- grupos aldehido con los que reaccionara el reactivo de Schiff.. Se“' :
- prefiere el 4cido peryédico a otros oxidantes, porque no causa’ una
- posterior oxidacién de los grupos aldehido obtenidos, ain. dcs-l:
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ués de prolongada accién sobre ellos; cuando dicha oxidacién se
5crlfica n‘:) es ;?osible la identificacién de los grupos aldehido pues
s¢ encuentran destrufdos.

Las estructuras 1-2 glicol y amino-alcohol se encuentran, res-
pectivamente, en los carbohidratos y hexosamina; de. ahi que se
haya empleado este método para la demostracién histolégica de

mucina.
CHaOH o HaoH
" o o- H (0 o~
) oH " " - 4z H H
M o H NHy
, 3’%084 gfucosamim

La reaccién del 4cido peryédico con una molécula de un po-
lisacarido se pucde ilustrar del modo siguiente:

B CHLOH o CHo OH "
' W W o-
- H oH i 3 |
CHoH
+ F (o — " ,:,' ’.‘><:-
Leveoguehsina A

Se hace notar que el nuevo compuesto de color, rojo, forma-
do por la unién de la leucofuchsina con el dialdehido, debe el co-

lor a esa unién y no como antes se suponia a la fuchsina reoxi-
dada.

De acuerdo con Hotchkiss, resultados positivos se obtendran
con cualquier substancia que llene las siguientes condiciones:




a) -—Que contenga el grupo 1-2 gl!col o el equivnlente ami- .
noo ulquilonmlno derivado, o el producto. de oxidacién CHOH—CO

b).~Que el material reaccionante no se- difunda fuera del te-
jido durante la fijucién, N

c).~Que se ublcnga un producto de oxidaclbn que no sca" T
difuslbk*

v d).~Quec esté presente en su(ademe concentncién para dar» :
una coloracién visible. ' o

Las substancias en las que los gmpos glicol 1-2. se. encuen- .
tran substituidos no darén una reaccién positiva. e ‘

Aungue ¢l mecanismo de la renccién no es conocido afm con‘;‘.“
certeza, fue considerado por Wieland y Scheuing (**) ser de h

naturaleza de una adicién seguida por una condensacion.

Ast se tiene que:

- s
J.oueog.‘uéhsiqm QIM Jo i
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”‘501‘3‘: A
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Tiene lugar después un rearreglo molecular desprendiendo
SO; y H,O y reconstituyéndose la unién quindnica, que es el cro-
méforo, y por lo tanto ¢! resultante serd un compuesto coloreado:

R
H

?ﬂ
N ~$0;-c’.u

n

Como lo ha demostrado Foot (%) los métodos de impregna-
cibn argéntica no son propiamente tinciones sino precipitaciones de
las particulas de plata metalica en las distintas estructuras orgé-
nicas mediante la reduccién del hidréxide de plata amoniacal, ya
sca por los grupos aldehido que se encuentran libres en dichas es-
tructuras, 6 por medio de un agente externo como formalina. hi-
droquinona, etc,

+§0, + 1,0

La reaccién general del hidréxido de plata amoniacal con los
aldehidos es la siguiente: (3¢)

'RCHO + 2 Ag(NH,),OH ——
—» RCOONH, + 2 Ag + 3 NH, + H:0

Lison (*) ha insistidu en el hecho de que algunas substancias

(4cido ascorbico. polifencles, aldehidos, acido trico, etc.) tienen la
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propiedad de reducir las soluciones de plata bajo ciertas condicia-
nes. Esta cs la lamada reaccién “argentafin’ que se usa en la ca-
racterizacion de substancias reductoras. Debe ser distinguida de la
obtenida por substancias reductoras externas. como sucede en ¢l
mé‘:ﬁdg empleado en el presente trabajo, y que es In Hamada “argi-
rno B . .

El azul de toluidina se ha utilizado para obtener una tincién
metacromatica que nos indique la presencia y localizacion de los
acidos mucopolisacaridos que, en estado de alta polimerizacion,
forman parte de la substancia fundamental del tejido conjuntivo.
La especificidad de esta reaccion ha sido muy discutida desde que
Lison (*} sugirié que revelaba especificamente radicales sulfato.
Sylvén (?') también considera 8 esta reaccién como especifica pa-
ra radicales sulfuto pero distingue dos formas de metacromasia:
la “verdodera™ y la “falsa”. Esto se debe a que la tincién con
azul de toluidina d& un color rosade (metacromasia) antes de ini-

ciar Ia deshidratacidn. pero en cuanto el tejido metacromético se

pone ¢n contacto con alcohol, la mayor parte de la coloracion ro-
sada se transforma instantineamente en color azul, quedan-
do solamente algunas &reas que mantienen el color rosado. La
primera forma de metacromasia es la lloamada “falsa” y la segun-
da es la “verdadera”, Este nutor dice que solamente fa metacroma-
sia "verdadera” indica la presencia de radicales sulfato. Por otro
lado existe la opinién de que la metacromasia ¢s un fendémeno in-
especifico, de muy poco valor y que no indica mas que la presen~
cin de distintos grados de polimerizacion.

Para explicar el fenémeno de ln metacromasia (3*) se tie-
nen que considerar las propiedades tanto del tejido como del co-
lerante. De acuerdo con la nomenclatura de Ehrlich el tinte de la
solucidn del colorante es el tinte ortocromatico; el tinte con el que
aparecen tefdidos ciertos elementos tisulares es el metacromético:
las substancias que poseen la propiedad de tefiirse en el tono me-
tacromatico son las substancias cromotrépicas (o metacromaticas}.

De acuerdo con Lison la metacromasia es debida a que una for-
ma tautémera del colorante {imina) se encuentra en labil equili-
brio con la forma ortocromética. Este equilibrio es desplazado ha-
cia lo forma metacramatica por las substancias cromotrépicas. Mi-
chaelis y Granick, por otra parte, han formulado la teoria de que
la forma metacromatica del colorante es un simple dimero (o poli-
mero) de la forma ortocromética {monémero). Esto‘ se ha compro-
bado midiendo Ja absorcién méxima a distintas longitudes de onda.
Factores que favorecen la polimerizacién son: altas concentraciones.
baja temperatura, relativamente altos valores de pH, un medio
acuoso. y especialmente la presencia de grupos acidos adecuada-
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mente colocados (~—COOH, ~-OPO(OH), ~OSO,0H) que
sean capaces de unirse a la molécula del polimero del colorante por
sus grupos smina. Dichas substancias cen multiples grupos dcidos
son las cromotrépicas. Hasta shora las infcas substancias conoci-
das en el tejido animal que presenten metacromasin “verdadera”
han sido los esteres sulfiricos como en la heparina, vy los acidos
condro.tin~ y mucoitin-sulfdrico.

~ Se ha demostrado repetidamente que ln metacromasia de la
substancia fundamental del tefido conjuntivo obtenida por medio
del azul de toluidina puede ser efectivamente prevenida si la pre-
paracién se trata previomente con hialuronidasa. Esta enzima (o
grupo de enzimas) se obtiene de gran nimero de fuentes, aunque
las mas conocidas son la testicular y ln estreptocédcecica, y proba-
blemente ejerce wu efecto depulimerizando los &cidos mucopolisa-
caridos de la- substancia funfuﬁmentnl. Estos hcidos son principal-
mente el Acido hinlurénico y en menor cantidad. el &cido condroi-
tin-sulfiirico.

Se utilizd en este trabajo la metacromasia con azul de
toluidina después de la aplizacién de enzimas activa e nactiva, ex-
clusivamente para verificar que la enzima ha sido efectiva: es
decir, que hemos removdo del corte la capacidad para produ-
cir metacromasia. De agqui hemos inferido que ol depolimerizarse
los acidos mucopolisaciridos de la-substancin fundamental, se han
vuelto solubles v han dejado el corte. Es posible que, junto con
los Acidos mucopolisacaridos, s¢ p'erdan otras substancias poco co-
nocidas, posiblemente de naturaleza proteica, que también partici-
pan en el fen6meno de ln metscromasia. De cualquier manera, el
proposito de eliminar cuando menos la parte o partes de la substan-
cia fundamental que producen la metacromasin se ha cumplido, y
es de creer que los resultados obtenidos pueden atribuirse, cuando
menos en parte, a la ausencia de la substancia fundamental libre.

- Los demé4s métodos utilizados en este cstudio han resistido to-
dos los intentos de explicacién.

Rec’eatemente algunos autores han atribuido fas afinidades tin-
toreales de las fibras conjuntivas, por lo menos en parte, al conte- .
nido o relaciones de estas fibras de substancia fundamental. Har-
desty (*), en 1931. observé que el tejido conjuntivo que forma el
centro de la cresta del gallo altera su morfologia y sus caracteristi-

cas tintoreales cuando se deposita la substancia fundamental bajo -

la influencia de estrégenos. Observaciones semejantes fueron hechas’ -
por Szirma’ (%) en 1949 y Schiller. Benditt y Dotffman, (*) en
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1952, Otras &reas anatémicas han mostrado el mismo fendmeno, ta-

~ les como la piel sexual del macaco (Aykroyd y Zuckerman) (%), en

“1938: Durdn-Reynals. Bunting y van Wagenen ('), 1950) el estro-

- ma intralobular de la mama {Loeb y Simpson (%), 1938) vy los fi-
broadenomas mamarios (lhnen y Pérez Tamayo (*). Todos estos
autores observaron que mientras mayor es el depdsito de substan-

- cia fundamental inter(ibrilar, mayor es el nimero de fibrillas finas,
~de morfologia semejante a lax reticulares pero que adquieren o man-~
tienen una coloracion idéntica a la mostrada por las fibras cola-

genas.

~ Gersh (") sugiere que las fibras reticulares en tejidos quimi-
camente fijados se tien porque la substancia fundamental se ha
traslado hocia ellas. Bradfield y Kodicek (*7), basados en expe-
rimentos <on cuyos escorbht cos cuyos tejidos fueron tratades con
colagenasa mostraron que adn cuando las fibras fueron digeridas
por la enz.ma, dejaron una vaina que reacciona con la leucofuchsi-
na de Schiff. Estos mismos artores sugieren que la argirofilia del
reticelo se debe a su contenido en polisacaridos.

Los dos grupes de observaciones mencionados en los parrafos
anteriores sugieren que algunas propledades t'ntoreales de.las fbras
conjunt.vas se deben a su contenido en. o a sus relaciones con los
&cidos mucopolisacaridos de la substancia fundamental. Esto parcce
una hipdtesis atractiva pero los resultados del presente trabajo, con-
“siderando los limitaciones del material, esta en oposicién. El ana-
lisis de los resultados muestra que algunos de los métodos utliza-
dos han mostrado variaciones de poca © ninguna importancia (mé-
todos de Masson y de Mallory) v que los demés métodos se alte-
ran sélo en lo que respecta a la definicién de las fibrillas. Si la subs-
tanc’a fundamental fuera responsable de las propiedades tintoreales
de las f.bras conjuntivas hubiera sido de esperarse que algunos de
los métodos utilizados después del tratamiento con enzima activa e
‘{nactiva, se huberan modificado radicalmente, pero hemos wvisto
que esto no fue asi. Meyer (**) y Robb-Sm'th (*) han sugerido
que quizé la substancia fundamental consttuye el cemento que
reane a las fibras reticulares para formar haces colagenos, y el ex-
perimento de Follis (%), que obtuvo metacromasia en fibras cola-
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genas despuds de tratarlas con tripsina a2poya esta sugestion. Ade-
més, los experimentos de Highberger () y colaboradores, que han
reconstituido fibrillas de periodicidad semefante a la de la colage-
na en ¢l microscopio eicctrénico {de 620 a 640 A), agregando mu-
copolisacéridos a fibras disueltas por la accién del acido acético,
también sugiere que la presencia de substancia fundamental actia
de alguna mancra en la constitucién de las fibrillas conjuntivas.
La enzima utilizada en ¢f presente trabajo alecta solamente la subs-
tancia fundamental interfibrilar o “libre”. Todavia queda. pues,
la posibilidad de que la substancia fundamental inteafibrilar o “fi-
ja”, si es que existe, participe en ¢l mecanismo de la coloracién por
medio de los métodos utilizados.

Carituro V

RESUMEN

En este trabajo se investiga la posible participacién de la subs-
tancia fundamental cn las afinidades tintoreales de las fibras del
tejido conjuntivo. Con este propésito =e utilizan diez fibroadeno-
mas mamarios, fijados en formol al 106z y tedidos, después de ex-
ponerlos a hialuronidasa activa e inactiva, con los siguientes méto-
dos histolégicos: tricedmico de Masson, Van Gieson, leucofuchsina
de Schiff. hematoxilina fosfotingstica de Mallory y método de
impregnacién argéntica de Wilder. Para determinar el efecto de ia
enzima se utilizé la metacromasia con azul de toluidina.

Los resultados indican que la substancia fundamental sélo par-
ticipa moderadamente cn tres de los métodos utilizados.
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