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CAPÍTULO ''J · ····,11{',;·'';~@'~~Y~:'r ·:;:··;'! 
INT~OD UCCI ON ' ;> )~~~~ 

.•· ·. . . .:';::.·t~:\~;'y~;}~i¿;\ i:•:,;;:¡ 

Ot$dc la inicmción de la Hi.stologla como ciencfa,Jn raioa~;i;:¡;~;.:;:r(;IJX 
por lu que distintas cttructurna histológicas aceptan';::detennina-':'.::··.::~é!'. 

~:n.tf~ h:: e;:~:·~~ ::::~~m~~~~~n:ep::~~~:bc:r s:~e:~:3'~, ;::,:?{', 
ni!;mo de tinc'.ón o imprcgnaclón ( nflnidodcs quimicas;- difertncl.a$:,'. </) ,, 
de pH. cnruas déctrícus opuutu. fenómenos de ndsord611. -.~tif-:· '-,'.-tt/ 
pero ninguna es !Satl~foc:torfa p.nrn todos lo~ cn!!Os, ó todos·Jos dis~< <·.K~ 
Untos mét0<.lo:. histológico~. I...a nueva rnmn de Ja de.ncJa füunada . -<X'( 
Hist.oqulrnica c.s la uplic:ndón de principios de anAlisis quimlco cun:· .!< 't' 
li~:.tivo, en la mayorl.1 de los cnsos, a tos métodos histológicos;· Po( : ''. > 
lo tnnto d mecanismo por el cunl ~e obtienen coloraciones de s.~~F :? 
tanc:ins ó grupos quimic.:os en Histoqulmi01 es 1nucho mejor coriQ:,;. 
cldo que los q\lc goblcrnnn lo.s reacciones histológicas dáskn~v . <.:, · /;' 

Dtsrnnk • In uhhnn década se hn despertado un nuevo .. bitetes' < \ 
en el tejido conjuntivo. Las publicadone.-; de Klempe.rer (i. '· •1

;}· so1· <\.\ 
bte la putologla de las enfermedades que afectan nl tejido, conjurif;~·' . fi 
fü•o como un sistcmn. y que fueron bnutl:mdas por éh:om~· t'eít->'.i ' C)~!.'. 
formcdndes de la coliigena", hnn contribuido grande.men,te .. ~.\~~: ·/:')({ 
mentar éste interés: de Ja mistna numera han · ob~o, los .J\~~C)() /.:~,~ 
conoclmlcntQS sobre el efecto de las hormonas (4 ) set re el 'ttjl~~:. ::.r\:<;'. 
confuntivo y sobre In qulmíca P) y la fisiologla (0) : de la sµ~"_- '"···/': 
tancin fundament~J. Todo esto ha hecho que biólog01;, in~tiga~ ,>_::· 
dores y mcclicos cn:iplcccn n dudar del dogma de VJt<:hQW sobre " ' L 

la patologln celular y se preocupen por Jos distintos aspectos del . ·-',·< 
sistemn conjuntivo Intersticial. · ''' 

El tejido conjuntivo constituye, probablcm~te,. úna unldlld;: :· 
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rit~,[¡l~!f j{::)~?::·''. H '. :e ... . ... · ·. ' ; 'º ' 

;j':.:·,;;R ... ~Euhc~a1. ,dlatdbutda ir~egularmente en el organismo, con 
~~x2~;:g~~·'jí~1a- proJ'lli.·. Y: .mt¿a.ullllO. ··de t~t~n ·con .. ottos sls-

, :.·'.a.: y aparatos. d~I cnOD;ftflaio, complejo. y .snal conocidos. En la 
i'':Cl.i'''&;aictúaUdad. 11610 ··se:· conócen .•- el: efedo ·.dé . una vitamina ( t) , ttea 
· ··"' ., : ·;111las '(*). y oníCbas horm~u (1 )i un amJn()Addo esencial, la 

~¡·~\~;. : ~in¡í -(u); y O~ ··· derivado .. ·_ prObab~tnlf; del anttriM, . Ja 
-:~:.ff~::,~~á· ('1)i Aparte_dt'<las c~llll.U 9~~ Je son •propias el tejido . 
:··;'.''.~·~J~ntivo atl· Jomaado por fibras y lubatancla Intercelular. De, 

'. ::i:\{~'1-:'.jg'. earaetctlstiw morfotógicaa y sus' aff.nidada tin- ·, 
'>/:·;;".i.(ij~f~}'jq:,)~~~. se . .clasifiCM en retlculam; · colAgenas y CJuti .. 
(?,jié:'C:i.li.:A~~:cuando rcdentea. utudios quimfc:~. y de mieroscoplo ctcc .. 

¡;-;,fü~}Y tc6~i~~ :itef.dan -~ :~rl#i~ la oplni6n de.Jo~ ln..,C15ti9adom; . en _el 
~::fMf·'.'~ti4o·~.e-:t¡Ue: ,i~.Jibtu reticulares Y. las. fibras colAgenas.s()n 

\. ir\dtsti~guiblü ('2-). para el hJst6logo, ·las_ difcrenthts que le han 
'.:.~:f/::,:!·'.~:~f· -~¡(\(> d~te m6Í d~. un. Siglo, tanto r)ura la eJaboradón de con~ 

ir2l;)¡~'f;:~''.~).~;t~?;~fr:1~mP~i t:0!':!~r!;!~tJ;:~~9~~ ::e P~::/:; .. 
:;;,li:,;_, ·:\";ap~d~rá acerca de la naturaleu de las fibras conjuntivas c:unn .. 
· L .. ·'·,~o<se pti~a expliéar las Oifcrendas d61Jicas de motfologia y c:o-

'.}:/!?:J? 1oracl6n: · ·· · . 

'"'''!··>· • Elterce:r<:ómponente.deltejldo conjuntivo es la llamada subs-
,. > tanc:iafl.mdár.iénti!l.:'Oésde que· fue descrita por FlemiQg ( 11

) ha­
:~~··;/}~~~;7s_: ,afi(¡$~; liast~ ct\I~ -~énsley (,.) . y Du,~an-Reynals -_ (lª) . btcie .. 

;:;?::;!?/".- ~r.;·, ~s in'les~igl,l,~?:~~. sobre su .dlstiii>uicl6n y. propiedades y los 

~ffe¿.,~iiil~fi~~i~!~7i~Iii · 
· ·· :·)· · · '· ·e~~sn• . 6; u~~:<:mezda de varias .· mucopróietnas 'y Otras subst.anci~ · 

~';;-.:' 1 
• ql(l8ic:á~ent~. se sáb~. qu~. e$' meqacr~átiea :con colorantes ccimo: ·. 

~ir ·· · et¡\:r;ul,'de'~olui~i.na y la,tionift.a~·-y.qµe•oonstituy~jtl substratum de ·· .. 
· alg~~os. {ac:t~rt:'s·-.. de difusión com(lla hlaluronidasa. •· · · . · 

l!~•]fC '' lu~d=:..~.~~~(~ji::~!7un~~::!O'~f:.'"O: ~•lah::;~~.:: · · · . 
~¡~·\t.;~" · ._ !:az:~~!~~'·q~~J~11~U:~r~~ªl~:a:ªi::::ª~~ú:UC:m~r.:~~: _ .. 
,·,:·.. >;;·:. 
·~;]. :''/•' 

¡: 



. . .. .· .: .·c¡;~\í~f 
br"' · (OlAgtnas. y d t,tabajo r~dente dt · Pollia · •. ( t•) . par~ce·:~pe>.: :;· ... ···;;:~'//.i;'; 
ynr esta opinión, asl como la pubUcacJ6n de Higbbetgtr, ·s~(th;y.· :.: ·?C.',:~:;1,¿:: 
Gron (1.ló), Sin embargo todávla no . es , posible. hacet !lirlgilita.·(;:•:.:;•'/,/;\'¡¡ 

"'''7.6:. d::::~· ... , .. , •. th•~• Y Ptr .. \.amayo i"i U...z;;;),'.•íjf~l 
ron la alcnd6n al htthoi de que. m el ·(tbroadtn()má siliitsÚd(.); 1;·::;;;\¡,? 
lu ftbrflJn ~onjuntiva.s poseen ... cttractetts. tlntoreale•y .11lorf~liji7>Ci·•~:.: ' 
(QS. t\mblguoJS: es decir.· 'fibrillas con los· ciiracttra .morfo16t}lc~j',de'/'./'.c;:! 
redcuUna rnosttaban afiuidades tlntoreales de colAgetta: tos· mlS..· · · · ::c:t•tY;;~ 
mos autoru presentaron' una tabulación de otras llreM. en Ja! qu~' .·. ' . .,·::J~~",!~~ 
Ju Hbrilbu conjuntivas cambian sus caractcmtkas tintoreál~··· ·.:A,i/;;:;.~i1~ 
reladon con su morfologi.a Un factor cornun a tOdas' estas A~s;·: )·1'·~·'J{;J 
lncluymdo tos hbroadenomns. es Ja presencia de gran. canuaaa: · ,; .. Y9\1: 
de substancia fundnme.ntal intt.rstkiaJ. Es pos1hlc q\IC este cambio: " .·· : '•·;,;·­
de co1orad6n de las fibrillas sea debido a la presencia de subl~~· : > 'h' , > 
e.In fundamental. He c.reido importante el · examinar esta ¡)O!f~ill~ ' ' "' 
dad como tema para ml tt-sls profesional. . :.: .:< :~ './k~ 

• ! ,:<·r " :~;: . ."• ,. •' ',- .:\~~g~~ 



· .. , ,, ?'C:f :''r~S'7''.''.i±l~1Z.'if >;:~r1'il~[~¡f~{~~~~iR 

.·. ;;j~/~(',h, 
CAPÍTULO u' , 

. ·:?"\·'.',. 

MA Tl.U\IAL 

El matttial uspltado cor\Jhtí6 de to Eibroadérióil~(dé:·ij16b'.4/'<' · · /·~"'.·~ 
dula mamaria. cx'lrpados a muj~re-5 cuyas edades oscilan tlitre'.los , •· , :>: 
18 y lS afios. · · : '" · , ~·/1} 

Las t:nmctcrbticas macroscópicos de dkhos íibroadenomas ~~:.· ·~: ... . }.,,}';f~:. 

:~;:;~:;; ~:1~;~;:~:1• q~~t:ic~~:~:~~nd:/J~f ···'.,8',li! 
b!Mco grls!íceo 6 rOltt.'ldO, c:onsi.stcncin blanda, estructura lobular.:. · · • .•<;.·;,1:• 
UOO.'J, miClltt':l!i que Otros prc..~tnn nooulaciones; do!(dé ellos de..: , <':~\j 
jnn escapar un mntcrial filonte. Su tamaño varia de!dc. 1.3 cm. de "~ -: .. }:: 
diámetro f)l'ltn e) mAs pequeño. mlcntra!I que el mayor mide 9 cm~ , •. ·. ..,,,/t·· 
en .su eje mayor. siendo la medida común para los restantes la de ' ,,, · ·•· · 
2 y J cn1. · · · · · · · ., .:~}JX,:\ 

Microscóp!c.nmcntc s-c ob~crvn en cllos.ddornmci6n.delos éoJ1;.., ' .. '(i:f';H:I:; 
duetos y nc.inis mnmnrlos., prolltcxnción del tejido conjuntiyo peri.:: ·~· '' '::/J{~g~;füi. 
cnnalicu lnr laxo y con fibrlllns finas, y e.n dos de ellos se obs#Va ' · <;!\' 
substancia intercelular b.a.'\6fila. · ·· · · ····· · · 'c'i 

Este material fué escogido para 1.a realización deLtrabajo; ~~ <;::Ju·~~~ 
bido a que es preclmtmmtc en estos casos en los que se har.i qbs~"' ; •~'???:n 
vado las nlterndoncs n1orfot69icas y tintorcaJes de· Jac. fibra.~: C::Oilb ~: •····•i . · ., 

f untivns (n presendn de · cantidades anormalmente abundant~ j;f~, ·;: / 3¡}}t'; 
substnncin fundamental. Adcmfls Wislodd. Bunting ·.y. Demps~::C.' : ,\. . ... , ... 

( 22 ). Buntinfl ( ~). e lhncn v Pérez Tamayo ('•) han dein~tritd~'/'.;o.i;;~~};i;;\¡{1 
que la mctncromnsin interfibrilar que se encuentra en el parfnquf.,;·::;:Y~·:'(Fil~·~ 
mn mamario puede ser prevenida cuando se trata Ja ; prq>arad6n .}':,{'6~/~'.~J 
c:on hialuronidnsn. Pcx'emos, entonces. estudiar la influencia deJa. , <iú:>·,0 
fracción metacrom6tlca de la substancia Eundammtal. en las· afµii;;, .:, /'{;~;;~0~'. 
dades tlntorenles de fas floras. · .. · · .. · ' =:-: ,,;:'~~$~@ 

17 -,\'? ~:~~~. 
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:-~·· . 

METODOS 

PlJACION. 
. , Todos Jos fibroadcnomas se fijaron en una solución de for· 

mol en agua al 10% durante 12 horas de donde pasan a una solu.­
dón de formol aJ 10% en nkohol etlJico de 80° por 8 horas. y por 
último durante 12 horas en alcohol de 80° con ácido pícrico. 

INCLUSION. 
Una vez ef ectunda la fijncíón se sigue la tkníca para su in-

clusión e~ parafina. que es In siguiente: 

Alcohol etllico 95° . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60' 
Alcohol ctllJco ebsoluto 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15' 
Alcohol ctlllco absoluto 11 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45' 
Me:cla a pélrtes Iguales de etanol absoluto y CHCl,. 60' 
Cloroformo 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15' 
Cloroformo 11 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105' 
Parafina-doroformo en estufa n 58ºC. . . . . . . . . . . . 40' 
Parafina en estufa a 58°C. . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . 30' 

Por último. formación del bloque en parafina-cera. 

CORTES . 

. Una vez hecho el bloque se procede a cortarlo en el microto­
mo. graduándolo de modo de obtener secciones de 6 micras de 
espesor. las que se mi:>ntan en portaobjetos limpios y desengrau­
dos sobre Jos 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 Jos cortes asi obtenidos ~e hace actuar Ja enzima. Pa­
ra ello se utlli26 hinluronidasa testicular liofilizada manufactura• 
da por Wyeth lncorporated bajo el nombre comercial de '•WY­
J:?ASE", disuelta en una solución tampón de Na2HPO~ y ácido 
c1trko ajustada a un pH aproximado de 5.4 

Se hacen 2 soluciones de 750 U. T. R. de hialuronidasa ca· 
da una, en 200 e.e. de solución tampón: una de tas' soluciones se lle­
va a fa ebullición durante 10' con objeto de iriactivar la en:fri:ta. 
La .serie de cortes de cada caso se divide en 2 Jotes que una vez 
deparafinl::ados se llevarán: uno dentro de Ja solución de en:ima 
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. . . ..... ~ ~. (",,~j 

.. . . '< : '·:.;~;:;~~~ll 
activa. y el otro " la lnacdvada. lncublmdolos. en :estufa a •37°: du· }~\\:;(+.'.t 
r•n:tc 21 horas. Duputs de üte titmpo 1J<! lavNi tli· agua de!ti;:.· . . /:·)\h\;: 
lada procedltndo lnm~ietam~nte a df!ctunr las · dlsUntas tincl~ /)~ii;.?\ 
nu U\ los 2 lótd al mismo tiempo. · · ... :,,,:\{:·;( 

. . ·. -:· ... :~~/~~~;:~~¡, 
Los mttodos de tíhdón 1 que u cliglcron fueron! d de meta .. · ,:. .'!;.~J;W 

cromuia con ~mil de toluidlna. ,d mttodo de V¡m Glaon.; la h~-· <,··":< 
mnto,;iliJla fosfoton91tk• de MaUory. d mttodo de la, ltucofuda-: . . : ,;::,"?; 
11,inn de Schlff. d mflodo trictómlco de Mnsson y la. iÍnp~-~~~ll"')::h,~\~~~(;f1! 
arg~tka dt Wildcr. U\ metacromasla con a:ul de toluidlna'M~UW.·;··,~ut>> 
U:ó par-a determinar lt1 pl'Qellcla )' loc.ali:i:adón de la suhstluidi : : '.:; ;; 
Eundamcnt.a1 c:n distint.iu ireu de cada caso, y la ef~tivldad de 1 , · > · 

la en:lma tn dhrunarla. Los demlls' mttodos constituym los mb .~< :? 
romunmmté us.11dos para tejido conjuntivo en. genera!. A contl,f./::m11<;~tf: 
nuadón se detallan In tknlcas hltltológlcas se9Uidai. . /,;,\'''.~1,ig'.'/;;i~ 

. , ·:.'. ·,~.:>~~~~:~:s~ 
TINCION. 

. .. ·. ;·,.:: 

n).-METOOO DE VAN GIESON ('"). 

Soltici6n dt- foch1linn 6ddn ol 1 % ,, ''\x: 
Acido plcri1,;o . . . • . • . . . . . • . • • . • . • • . 1.5 gr. . . /,';!~ 
Acido dorhldrico concentrado . . . . . . 0.2; e.e. ;y''i.;:1.' 
Agua destilnda . . . . . . • . . . . . . . . . . . . 95 e.e. " .:·,. v,« 

t..a proporción usual es de 5 e.e. de fochsloa ácida .nt 1%:(SQ,{:; . 
m9. de colcrontc) que se a9rc9nn a 95 e.e._ de solución acuR,..:J/ . . ) 
snturadn de tu:ido ple.rico. La adición de 0:2' c. c. ~e . HCl ,con'";:./. :\ 
centrado l\ la mezcla nntcrlor agudiza la d1f~rcndaci6n._ de mod~:: · ,:: 
que el músculo npnrecc puramente amarillo y las fibras. colége-t· · 
nnn en rojo. 

Hematoxilina de Wcigcrt: 
Mhclense 100 c .. c. de solución fresca al l % de b~m,at()Xilina . 

en alcohol de 95º con 95 c. c. de agua destilada. l c. c.~ de J1C:l. 
concentrado, y 4 e.e. de la solue16n de cloruro férrlCí> al 29.t9{i. · 

Tinción: 

1.-.Se tli\en los. cortes 5 minutos en cloruto féfrlco bcido , 
Weigert. · · · · 
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. . 

· 2.-Lávar tn agua. 
3.-Tellr durante 5 minutos en la muda fuchsina-Acido pí­

crico • 

<f.-Duhfdratar y diferenciar por medio de 2 6 3 cambios ·de 
alcohol de 95° y de 100°. 

5.-Adarar con una mezcla de alcohol de 100° y xHol, seguido 
de 2 6 3 cambios de xilol puro. 

6.-Móntcnse en resina sintética. 

b).-HEMATOXILINA FOSFOTUNGSTICA DE MA­
LLORY p•). 

Reactivos: 

Acido oxálico al 5% 
Yodo a.J 0.5% en alcohol de 95° 
Tiosulfato de sodio al 0.5% 
Permanganato de potasio ni 0.25 % 

' Solución saturada de H9Cl2 

Hematoxilina . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 gr. 
Acido fosfotüngst:co . . . . . . . . . . . . 20 gr. 
Agua destilada ................ 1000 e.e. 

La hematoxilina y el ácido fosfotüngstieo se disuelve en los 
JOOO e.e. de agua destilada. Este reactivo madura en varias semanas. 

Tinción: 

1.-Mordcntar 60 minutos en Ja solución saturada de HgCI:. 

Z.-Poner los cortes 5 minutos en la soludón de yodo al 0.5% 
3.-Solución de tiosulfato de sodio al 0.5% duran.te 5 mi-

nutos. 
4·-Lavar en agua de la llave. 
5.-Solución de permanganato de potasio al 0.25% durante 5 

minutos. 
6.-Lavar en agua. 

7.-Cinco minutos en solución de Addo oxálico al 5%. 
8.-Lavar en corriente de agua por 1 6 2 minutos. 

20 



9.-Tdir en la hematoxlltna fosfot6ngstka durante 
ru. 

10.-Dahldratar ripidamente en alcohol de 95? y 100º. ada­
rar con una me.zda al SO% de un agCl'lte deshidratante ·y 
x.dol. dupuib 2 pasos tn xUol. Montarlos en ·ruina. · · 

c).-METACROMASIA CON AZUL DE TOLUIDI­
NA .• (U). 

R~activos: 

Solución tamp6n. 

A.-1.2gr. de 6cido c:fttfco en 100 e.e. de agua destilada. , 
B.-5.9 gr. de .dtráto de .sodio en 100 e.e .. de agua' destilada. · 
Mezclar 70 c. c. de . la Ílolucl6n A con 30 c. c. de la solud6n 

B. con Jo que se obtendri una solución con un pH aproximado 
de 3.8. 

Tlndón: 

Azul de toluldina • . . . . . . . . . . . . . . . 0.05 gr. 
Solución tampón • • . . . . . . . . • . . . . . . 100 e.e. 

1.-Se tlficn los cortes durante 1 horas en la solución de azul 
de toluidina. · · 

2.-Lavar rápidamente en agua, montándolos inmediatamen­
te en glicerina. 

d).-LEUCOFUCHSINA DE SCHIFF. ("). 
Rcactii'f:Js: , 

{ 

1 
{ 

Acido pery6dlco (H,IOo) ......... . 
Agua destilada ....•.........•••.. 
Ag_un destilada ........•••••..••.• 
HCI concentrado ......••.••.•.••. 
Na:SO., ................... ir ~ ••••• 
Puchsina bllslca .•.........•••.••. 
Agregar y agitar carbón qufm.ico · .•. 
Filtrar. . 
NaHso~ ................. · • · · · · 
Agua destilada .................. · 

0.5 gr. 
100 e.e. 
191 
' 8 

5 
2· 
1 

e.e. 
e.e. 
gr. 
gr. 
gr. 

0.5 gr. 
100 e.e. 

( •) Este método mostró consldrrablrs variaciones m ses· tt~ltados de lo­
te a lote de prcpunclones y aün de dla a dla. El que se debJlla es ti que. se 
siguió al flnnl del tralmto. ckspués dt varias p~bas con otras variaciones.· .. 
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H~toxiliu de Hartis: 

Hanatoxllina 
Akohol 96° ......... ~ ................ .. 

·Agua destilada .•••.••....••••...• 
Alumbre de NH. y K .•..•••.•... 
O.xido rojo de. Hg •.......•....•. 
Acido acético • . . • • • • . . . ...•..... 

1 gr. 
15 c:.c:. 

100 e.e:. 
20 gr •. 
0.5 gr. 

10 c:.c. 

Disolver Ja hematoxilina en ;1kohol con ayuda de calor. Di· 
solver el alumbre en agua, con ayuda de discreto calor. Mezclar las 
anteriores soluciones y calentar hasta que se inicie la ebullición. 
Agregar de un golpe el HgO, cuidand~ no se durame la hema .. 
mxilina al efectuar ésta operación. Hervi1t durante 5 minutos y tn· 
friar rApidcmente stimecgiendc el rccip~entc que: los contiene, en 

· hielo. Agregar Acido acético y filtrar <1>mo minlmo 5 veces. cam· 
btando papel filtro frec:ucnter-1cntc. 

Tinción: 

1.-Acldo peryódico durante 10 minutos. 
2.-Lavar en agua destilada. 
3.-Reactivo de Schif~ durante 15 minutos. 
i.-Lavar en ag.ua destilada. 
5.-Bisulfito de sodio durante 2 minutos. 3 veces. 
6.-Lavar en corriente de agua. 
7.-Hematoxilina de Harris. 
8.-Vf~ar en agua. . 
9.-Deshidratar por sucesivos cambios en alcohol. xilol-ako-

hol. xllol, para montarlos después con resina. 

e).-trRICROMICO DE MASSON. p•) (Ligeramente Mo­
dificado). 

Reactivos: 

J ).-Ponceau-fuchsina.de Mas~on . 
. Xllidene ponceau al 1 % en ácido acético al l % . 2 partes 
Fuchsina ácida al l % en flddo acético al \ % . . l parte 

De la mezcla anterior se hace tma dilución en el momento de 
efectuar la tinción. Asi que: . 

~czda fuchsina-ponceau .............. 10 e.e. . 
gua destilada .................. ,' . . 90 e.e. 

2) .-Solución acuosa al 1 % de Addo ~osfomolibdico. 
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· ·. J),-Solud6n al l% de vudc luz en 6ddo acttlco al 1%, de:' 
la que en el •omento de dcctuar la tlud6n se emplea la siguiente. ·. 
di)udón: . · · · 

Solud6n ·al 2% de vude luz ·~ . ... • • . . .. 10 c.t. 
Agu11 dcst.llada .••••.•.•• , , •. , •.•.••• · 90 e.e. 

Tinci6n: 

t.-Teflir durante 5 mlnu~• ·en bematoxU~a de Weigert. 
2':-1.Avar p0r 5 minulól m corriente de agua. : . . 

. 3.-Tdlr en la muela fuchslna-póncuu durante 5 minutos. 
-t.-Lavar con icJdo acttJco en dllud6n de 1 :500. · 
5.-Mordcntar 5 mtnutos en la solud6n de kido fosfomollb~ 

dlco. 
6.-Escurrir y teñir diz!pues durante 5· minutos en la solución 

de verde lu~. 
7.-Lnvar co1\ ácido ac~th::o al l :500, y diferenciar durante l 6 

2 minutos en dicho .ácido. 
8.-Dubldrat.nr como usualmente. pasar.do por alcohol. xilol· 

fonol. xilol y montarlos en resinn. 

f).-lMPREGNAClON ARGENTICA DE WlLDER (2º).' .·· 

Reactivo$: 

NH.OH ni 28% . . . . .. .. . .. . .. . . . . . . 1 e.e. 
AgNOa al 10% ......•.............. 10 e.e. 
Agua destilnda ......•.... " . . . . • . • . • • 1 O .e.e. 

· . En un írasco se pone 1 e.e. del NH.OH. se le añaden). e.e.: 

··< 

·:;. 

del Ag'N01 al 10% rápidamente y d resto lentamen~~ hasta un t<>:-
tal de 10 e.e .• µgltando el frasco después de ~da aaiclón para di- : 
solver las nubes color café del óxido de plata hasta que perdure .. 
uno ligera opalescencia. Después añádase .un vohlmcn igual de agµa '., ·'· 
destilada. 

KMnO. ·al 0.5% 
Acldo oxáYico en solución al 5 Sét 
Nitrato de ur:anilo al 1 % 
Por:maUria al 10% 
C!oruro de oro al 0.2% 
Tlosulfato de sodio al 5% 
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1 • ..;;.Permang·anato de potas·'º durante 2 minutos • 

. 2•~Lávar en agua. 
3,;.....1'(ldo· odlico durante 2 minutos. 

i.-Liivar m agua· 
s;:-Nftrato de Uranilo al Vi~ de Wildcr durante 5-10 mi-

nutos. · 
6.-Lawr durante 3 minutos en corriente. de. agua .y dapuá 

con 2 cambios de agua destilada. 

1;-Ponlendo las laminillas hor;:ontales, cubrirlas con el hi• 
dr6xldo de plata amoniacal. Déjese actuar durante 3 mi .. 
nutos, decAritese y 

's.-1.llvense r6pidnmcnte en agun destilada. 

9.-Redudr duTantc 2 minutes con formalina al 10% . 

. 10.-Lavar por 3 minutos en corriente de agua. 

· . 11·-Dejar 2 minutos en cloruro de oro al 0.2%. o hasta coto-
.. ración violeta. · - · · 

12 . .-..Lavar en agua de la llave. 

13,;....p¡jar por 2 minutos en tiosulfato de sodia. · · 

11.~Lavar en agua de Ja llave. 

15.-Contrastar en agua de la llave .durante 2 minutos. 
. ferencJB? en, 2 ó 3 cambios de alcohol ~e 95°.: •··.. · 

. 16 . .-.Deshidratar y montar en Í'esina. 

"' 
.. : 
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RESOLTAD:OS: 

Lt ttcnlca uüUzad8, por. Jo que se· dlscutJrtn por se_l>afaclo.'uas:,~f,_·.'::_::.;_;~ .. ·_;'.:_~·i_:!_r·f~! 
blu· l y .2 muatrart un raumen de los rau•tados. para cada:cu,':':'.!;''Y'~.\iñ 
y para cada tlatka. · · · ,_ ... · · \·:j):?!);1:~ 

Mi1cdo Tricr6mko dt' Mu.on. ·.·.·: \"' 

' En est._ tincl6n se observó que S de Jos casos pment.ron u~~; ·;)/Ff'j~ 
coloradón mu p4Uda m los cortes sobre· IM que se hizo acttiar Ja ; ;:>Afa~' 
m:fma en comparadón con Jos que se trataron unfcamente con en:I-. ! : ,.\ ··;;;~, 
ma lnacUva. mientras que 3 la presentaron m6s,.obscura. En>f dt·-i ·. ii': 
los casos se obaen·6 una mejor definfdón de JO. clementc>s · ceJu;.''' .·'~'. 
Ja.cu y Hbrliaru. · · ' · ,,, ': · 

MJtodo ele Van Gicson. i':"i·;.,; 

. .Se OOSU\'6 unn colornti6n mlts pllllda .en 4 ca~ Y:·fut inü(. :Y'· ::x¡ 
oscura en s·t Por otra partt. 6 de ellos Se· encuentran. mt!jor ... :·de.(i~l~:{·~~··· _· :: · · ·:,." 
d~: por to

1
quc se pucd

1 
e decir que en estn tlndcifón al .eµ~iriat'iJa!,,·'.·.: _,"1~;_;: 

suu:itanda undamcntn se obtiene una mejor e inlcJ6n. ·· ·. · . : · <:,::'. 
/<~·~~':\: 

Hematoxilina Fosfotüngstica de Mallory. 

· Cuatro de los casos presentaron cóloraclón más obscura, l)í'l'5 ,: · ::~:1.; 
paJfda, y en i no se obsefV6 ninguna diferencia. > • '. .·}., ; :~:.5 ,/, 

; ' . ; .~::,:: .. :. /.~·.'\·-.• ~·: ·:~: 

Lericofuch~ina de Schiff. . . ·, . /·'.: 

~~iº~l:!r:~·:;~~~:;~f ;E~:::~:i=!~~·J,:;:?.~···· ··'t{2~: 
Impregnación Argéntica de Wilder. j;ji~j 
inten~da~ ~~ ~~s c~~i!cf:n~~~e6fu~~º~~ ~::i~~i~n~;l ~~:ciir~~ ~fü-,~.:~;t~ 
~~u~d::1:;.:.!~0~ol:!ª~l6~u:d:es~:~~~~ son mb abllo~tes l!,ill 

., . " . . .·' ,· ' .. : i ~ ,' ~' . ::- -_, '.·:~ 

.. -· -· cé... ;,~'\\}i{S1 
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DISClJSION 
,,,:· 

;:- ,~-.· .. ·' :.' , 

<;J;1:'.C(:}.'.':.'[..a cxplkacl6n de por qut tU\en. los distintos colorantes.-.~. , 
;,t;'F,'::.:<~lítologtá Cíe un problema. que Htll muy lejos de ser .ruuelto. Sei , 
.. y .han elaborado numtro.Wi u~orw pero ninguna de ellás satiSfaC:t to;;; 
· ·· " >dós los caros. Ea muy probable que cada colorante o cada gnipo 

····· i .'· · d.t colorantes tifin por dlstinto."l mccanhnnos de orden ftsico-qubnl• 
,. '.': · ·co~ y no dt~mos olvidar que In mayorla de los mctodos histol6-

,, gicos SóJo son útil es dtspub de la fijad6n. otro proctso cuya nn-
turaleu intima no se conoct. 

La.e; tk,nic.as hlstológicns des.lgnadas a revelar substa'ncias. o · 
· grup>s qulmico.s conocídos constituyen la bruie de la Histoqufmjéa: 

De hecho. puC'de decirse que un método h'stoJógico cuya naturaie~ · · 
za sea revdadn por distintas investlgncioncs como teniendo \lna · . 
base qulmka que permita la identificación espedGcii o semiespe;. 
clfka de estructuras qlllmica"' pasará a formnr parte de la Hist~ 
qufmlcn. 

Uno de los métodos utJllzados para este trabajo parece 'tener 
una e.xplícadón qulmica: eJ método de la leucofuchslna de Scbiff. 
La variante ütili:ada es la publicndn por Mowry y colaboradores. 
La ~~ 1plicaclón ( 11 ) más aceptada c.ct que por med:o del ácido per­
yód!co se oxidan los grupos · glicoles y OH.- NH::- -veciMI~. espe­
ci.nlmcnte los que se encuentran en Jas porciones terminales de las 
cadenas, y por lo tnnto son mas accesibles a los reactivos. Por me­
dio de dicha oxidación. los grupos menc!onados antes. pasan a ser 
grupos aldehido con los que reaccionará el. reactivo de Schlf f. Sé 
prefiere el ácido peryódico n otros oxidantes. porque no causa una 
posterlor oxidnción de los grupos aldehído obtenidos, aún d~'.' 
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pués de prolongada acción sobre ellos: cuando dicha oxidación se 
verifica no es posible la identificación de los grupos aldehldo pues 
se encuentran destruidos. 

Las estructuras 1-2 glicol y amino-alcohol se encuentran, tts­
pectívamentc. en los cnrbohidratos y hcxosamlna: de aht que se 
baya empleado este método parn la demostración histológica de 
mucina. 

La reacción del ácido pcryódico con una molécula de un po­
lisacárido se puede ilustrar del modo siguiente: 

tt OH 

H~C.H;a.011 ~o-
tHIO'f--. H N -.-

-O 1 T H c. 
g 8 

Se hace notar que el nuevo compuesto de color. rojo, forma­
do por la unión de la leucofuchsina con el dialdehido. debe cl co­
lor a esa unión y no como antes se suponía a Ja fuchsina reoxi­
dada. 

De acuerdo con Hotchkiss, resultados positivos se obtendrán 
con cmilq~ier substancia que llene las siguientes condiciones: 



a) ,..;..Qu~ ~tenga et grupo 1-2 gllcol o el' tcJ~ivalmt~ ami~ 
no o nlqu11 .. am1ttc derivado, o el producto de oxidaci6n CHQff..;.CQ~ . 

b).-Que el material ruccionante no se difunda fuua d~l te­
jido durante Ja fijad6n. 

e) .-Que se obtenga un producto de oxidación que no sea 
dlfwiblt-. . . 

· d) .-Que egt~ pruente en suficiente concentra~ión para dal' 
una cotoradón vfafbJe. . : . · 

w substancias ftl las que Jos grupos glic:ol 1-2. se. enClltn• 
iran substitu•dos no dwln una reacdóll positiva. · · .. · .··. · 

Aunque el mttanismo de Ja reacd6n no es conocido alin con 
cttte:a, fue considerado por Wieland y Scbeuing (112 ) ser de Ja 
naturalcu de una adid6n seguida por una ~ondensaclón. 

A.si se tiene que: 

SO,,H 

H¡~ ~ ~H-$0,.H .. o .. ·· 
ltfb.. 

t 

J..•u&of.uc~si.,-. F¡IJ..4ido 

~H , ott 

----• I\\~~ -Q-1u1-s~-~-" . 

6 ' 
#lb. 

(1.,cofo,.o) 



' 11· .•• ~ 

Tiene Jugar desput.s un rcarrcglo molecular desprendiendo 
502 y H-iO y reconstituyfodosc Ja unión quinónica. que es el cro-­
m6foro. y por lo tanto c1 resultante será un compuesto coloreado: 

R 
, ~HH-SOJ.-¿H 

/ "'-==/ ÓH 
HN=<::>=c 

~H-SO~·~= 
n 

Como lo ha demostrado Foot ( s¡) los métodos de impregna­
ción argentica no son propiamente Unciones sino precipitaciones de 
las particulas de pinta metálica en las distintas estructuras orgá­
nicas mediante la reducción del hidróxido de plata amoniacal. ya 
sea por los grupos alddlido que se encuentran Ubres en dichas es· 
tructuras. ó por medio de un agente externo como formalina. hi­
droqutnona. etc. 

La reacción general del hidróxido de plata amoniacal con los 
aldehídos es la siguiente: p•) 

RCHO + 2 Ag(NH~):OH ---1• 
--• RCOONH, + 2 Ag + 3 NH, + H:iO 

Lison (M) ha insistido en el hecho de que algunas substancias 
( Acido ascórbico. polifenoles. nldehidos. ácido úrico, etc.) tienen la 



propiedad de reducir las soluciones de plata bajo dtttas tondicfci .. 
nts. ~ta ts la llamada t:eacción .. argcntaHn" que se usa tn la ca­
rac:tauaei6n de substancias reductora~. Debe ser distinguida de la 
obtenida por subsumclas reductoras externa!\, como sucede en el 
mttodo empicado en el prcnntc trnbajo. y qt1e es la llamada "nrgi .. 
roffün"· 

El a:ul de toluidin.a se ha uUli:ado paro obtener unn tinclón 
mctncromAUca que nos indique la presencia y lcx:aliznción de Jos 
Acidos ruuc:opoli.s.acAtidos que. en estado de alta polimcrlzaclón, 
forman parte de fa .substancia fundamental dcJ tejido conjuntivo. 
Lu e~pcdficfdnd de esta renccí6n ha stdo muy discutida desde que 
Uson ( *"} sugirió que rc:\•elabn cspcdficnmcntc radicales sulfato. 
Syh•cn (>') tambltn considetn n c.sta reacción como especifica pa­
ra rndic:alcs $UJf .. uo pero distingue dos formns de mctacromasla: 
la "vcrdndcrn" y In "fofM'•. &to se debe a que la tindón con 
a:ul de toluidinn dá un color rosado (mctacromasia) antes de ini· 
ciar la dc~hidrnMción. pero r.n cuanto el tejido mctncromlltko se 
pone en contacto con llkohol, la mayor parte de la coloración ro­
sada se tr.'1nsfornrn im;t<intlmc.amcnte en color azul. quedan­
do solamente nlguna!I llrea~ que mantienen el color rosado. La 
primera forma de mclacromasia es ln llnnrnda "falsa·· y la scgu11-
dn es In ··vcrdndcrn". Este nutor dice que solamente la mctncroma~ 
sin "\'trdadcrn" índica la prcs.cncia de radicales sulfato. Por otro 
lado existe In opinión de que l;i mctacromasia es un fenómeno in­
cspcclflco, de muy poco valor y que no indica más que la presen.­
dn de distintos grados de polimcri::ación. 

Para explicar el fenómeno de fo metacromasía (S~) se tie­
nen que considerar las propiedades tanto del tejido como del co­
lorante. De acuerdo con la nomenclatura de Ehrlich el tinte de la 
solución del colorante es el tinte ortocromático; el tinte con el que 
aparecen teñidos ciertos elementos tisulares es el mctacromático: 
las substancias que poseen Jn propiedad de teñirse en el tono me­
tacromático· son lns substancias cromotrópicas (o mi:tacromáticas). 
De acuerdo con Lison la metncromasia es debida a que una for­
ma tautómera del colorante ( imina) se encuentra en lábil equili­
brio con ta forma ortocromática. Este equilibrio es desplazado ha­
cia lo forma metacrnmat:ca por las substancias cromotrópicas. Mi­
chaelis y Granick. por otra parte. han formu~ado la. teorla de q~e 
la forma mctncromática del colorante es un simple d1mero (o poh­
mero) de la forma ortocromát!ca ( mon6mcro). Esto se ha compro­
bado midiendo la absorción máxima a distintas longitudes de onda. 
Factores que favorecen la polimerización son: altas concentracione_s. 
baja tcmperat1.1rn, relati\'amente altos valores de pH, un med10 
acuoso. y especialmente la presencia de grupos áddos adecuada-
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mente colocados (-COOH. -·OPO(OH)2. -OSO,OH) que 
sean cupacu de unlrsc a la molétula del. pollmuo del colorante por 
sus grupos amino. DlchOB !lubstanclas ccn muluplcs grupos úcldos 
son las cromotróplcas. Ha.stn ahora h:u' únlcaa substancias conocl· 
das m el tejido animal que prHenten. mctncromasla "verdadera" 
han sido Jos esteres sulhirlcos como en la hcparina, y los 6ddos 
condro.tln- y mucoitln-1mlflirlco. 

Se ha dcmostrndo repetidamente que la metacromasla de la 
substancia fundamental del tejido conjuntivo obtenida por medio 
del azul de toluidina puede ser efectivamente prevenida si la pre­
paración se trata previamente con hialttronldm1a. Bsta cniima {o 
grupo de enzimas) 5e obtiene de gran n\imcro de fuentes, aunque 
las mfu conotldBS M>n la tc.sUcuh:ir y tu cstrcptocócclca. y proba .. 
blemcntc ejerce ti\I efecto ócp-0limcri:uindo los ltcido.s mucopollsa· 
céridos de ln· substancia Eundnmcntul. Estos lu::idos son principal­
mente d Acido hfolurónico y en menor cnnUdnd. el llcido condroi­
tln-sulfurko. · 

Se utiJJ:ó en este trabnjo la metncromnsia con a:ul de 
toluidinn después de la nplktld6n de cti:lmas activa e Inactiva. ex­
dusívamcntc parn veriíu:nr que la enzima hn sido efectiva: es 
decir. que hemos rcmov do del corte la capacidad para produ· 
e.ir mctacromasia. De aquf hemos ínícrido que al depolimcrl:arse 
los ácidos mucopolisacarido.-; de In· substancia fundamental. .se han 
vuelto solublca y han dejado el corte. Es posible que, junto con 
los acldos mucopolisacáridos, se p'crdnn otras substancias poco co­
nocídns. posiblemente de naturalc:a proteica. que tnmblfo partid· 
pan en el f cn6mcno de In metucromasia. Oc cunJquier manera. el 
propósito de eliminar cuando me.nos In parte o partes de Ja substan­
cia fundament~I que producen la mctncromnsin se ha cumplido. y 
es de creer que los resultados obtenidos pueden atdbuirst:, cuando 
menos en parte. ti la ausencia de la ~ubstanda fundamental libre. 

Los demás métodos utilizados en este estudio han resistido to­
dos los intentos de e.xpllcad6n. 

Rec:eQtcmente algunos autores han atribuido ias afinidades tin­
toreales de las fibras conjuntivas, por lo menos en parte. al conte­
nido o relaciones de estas fibras de s!1bstandn fundamental. Har· 
desty p•). en 1931. obse:vó que el tejido conjuntivo que forma el 
centro de. la crest.l del gallo altera su morfologh.1 y sus •:aracteristi.­
c:as tintoreales cuando se deposita Ja substancia fundamental bajo 
la influencia de estrógcnos. Observaciones semejantes fueron hechas 
por Szirmn1 

(•
0

) en 19'!9 y Schillcr. Bendltt y Oodfman. (t') en 
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1952. Otras lttt!lu1 anatómicas han mosfrndo el mismo fenómeno, ta· 
lea «>mola piel •nual dd macaco (Aykroyd y Zuckcrman) (•11) en 
1938: OurAn·f~eyMhi .. Bunting y \'nn Wnoencn ( 11 ), 1950) el cs~ro­
ma intralobulnr de la mamn ( Locb y Simpson (u). 1938) y los f ¡. 
broadcnomns nuun11ríois ( lhncn y Pére: Tamnyo ( •~). Todos estos 
autores obs.crvaron que mientra~ mnyor cs el dcJ)óslto de substan­
cia fundnmcntal iniierf lbrilnr, mayor es el número de. flbdlas finas, 
de morfologtn semejante a las. reticulares pero que adquieren o m~­
ticncn una coloracl6n ldtntlca n la mostrada por lns fibras col.ts­
gcnas. 

Gersh { '"} 1m9icrc que lu fibras reticulares en tejidos qulm:­
camc:ntc Íljndo.'\ se t fíen porque In substonc:ln fundamental se hn 
traslado hnda ellas. Btadflcld y Kodicck ( H), basados en expe .. 
rhne11cos con cuyos C!ic:orbut cos cuyos tejidos fueron tratados con 
colagcnasa mostraron que aún cuando l;is fibr;¡:; fueron digeridas 
por la en:.ma. dcjnron una Vllina que reacciona con In leucofuchsl­
na de SchiH. Estos mit.mo:. >Wtort":; sugieren que la nrglrofll!a del 
rctlcclo s~ deh<: a su contenido en polisacáridos. 

Los dos grupos de obsen·ncioncs mencionados en los parrnfos 
nntcrimcs sugiettn que nlgunas prop:cdadcs t'ntorcalcs de. las f.bras 
conjunt,vns se deben a su contenido en. o a sus relaciones con los 
Acidos mucopolisacltridos de h1 substancia fundamental. Esto parece 
una hipótesis ntrnctiva pero los rcsuhados del presente trabajo, con­
siderando los limitaciones del material. cstll en oposición. El aná­
lisis de los resultados muestra que algunos de los métodO!l ut.liza­
dos han mostrado v;iríaclones de poca o ninguna importancia (mé­
todos de Mnsson y de Mallory) y que los demás métodos se alte­
ran sólo en lo que respecta a ln defínic!ón de las fibrillas. Si la subs­
tanc1n fundamental fuiera responsable de las propiedades tíntoreales 
de las f.bras conjuntivas hubiera sido de esperarse que algunos de 
los métodos utilizado¡¡ después del tratamiento con enzima activa e 

·inactiva, se hub-emn modificado r<ldic<'llmentc. pero hemos v:sto 
que esto no fue así. Meyer ( *") y Robb-Sm'th ( •~) han sugerido 
que qui:á ln substancia fundamental c:onst.tuye el cemento que 
reúne n las fibras reticulMcs para formar haces colágenos, Y el ex­
perimento de Follis ( ~"). que obtt1vo metacromasia en fibras colá-
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genas dcspub de trntarlns con trlpslna apoya esta sugestión. Ade­
más. los experimentos de Hlohbcrger (~') y colaboradores, que han 
reconstituido flbrlllns de pcriodlddnd semejante a In de la coláge­
na en el microscopio electrónico (de 620 a 610 >..). agregando mu• 
copolisacftrldo11 a fibras disueltas por In acción del ácido acético, 
también sugiere que la presencia de substancia fundamental actúa 
de alguna manera en In constitución de lns fibrillas conjuntivas. 
La enzima uUli:adn en el presente trabajo uf ectn solamente la subs­
tancia fundamental intcrfibrilnr o "libre". Todavia queda. pues, 
la posibilidad de que la substnnda fundamental intraFibrilar o "fi­
ja". si es que existe. participe en el mecanismo de la coloración por 
medio de los mctodos ut!lizndos. 

CAPÍTULO V 

RESUMEN 

En este trabajo se investiga la posible partic:ipadón de la subs-­
toncia fundamental en lns afinidades tintoreales de las fibras del 
tejido conjunti\'o. Con este propósito !{C utilizan die: fibroadeno-­
mns mamarios, fíjados en formol al l O~é y tcñídos. después de ex­
ponerlos a hialuronld<1sa acUva e inactiva, con los siguientes meto­
dos histol61Jicos: tolcrómico de Masson. Van Gieson. lcucofuchsina 
de SchiH. hematoxilina fosfotúngstica de Mallory y método de 
impregnación argéntica de Wíldcr. Para determinar el efecto de ia 
enzima se utilizó la metacromasia con a.:ul de toluidina. 

Los resultados indican que la substancia fundamental sólo par­
ticipa moderadamente: en tres de los metodos utilizados. 
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