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RESUMEN

Los cimulos anormales de la sustancia amiloidea o carbohidratos en el tejido humano son
la base para desarrollar enfermedades letales si no son diagnosticadas a tiempo. La presente
investigacion tuvo como objetivo especificar las diversas tinciones empleadas para la
determinacion de sustancia amiloidea y carbohidratos en tejidos humanos. La metodologia
se basé en el estudio descriptivo, disefio documental y no experimental, corte transversal y
retrospectivo. La muestra quedé conformada por 59 articulos cientificos, seleccionados
mediante los criterios de exclusion e inclusién. Indagados en repositorios universitarios,
libros digitales, bases de datos como PubMed, Scielo, Medigraphic, Dialnet, Lilacs, Redalyc,
Elsevier, Science Direct y SOLCA de los ultimos 10 afios. A través del analisis y discusion
de los resultados se concluy6 que la histoquimica es la técnica mas utilizada en el diagnostico
de elementos extracelulares, fundamentado en el cambio quimico de moléculas del tejido
para ser coloreadas con la intencion de reconocer y estudiar estructuras especificas. ElI Rojo
Congo tienen afinidad para la sustancia amiloidea, el 96,96% de los autores utilizaron esta
tincion por su propiedad birrefringente que la diferencia del colageno y fibras elasticas,
considerando a Highman como el método destacado, mientras tanto para la deteccion de
carbohidratos PAS encabez6 con el 57,69 %, seguido de azul de alcian con 23,08% por su
capacidad de diferenciar mucinas neutras de las acidas, PAS-AB con 7,69%, y con 3,84 %
para Azure A, azul de toluidina y Gomori-Grocott, respectivamente. Para mayor
confiabilidad algunos autores emplearon tinciones de contraste que permiten visualizar otras

estructuras distintas a las estudiadas.

Palabras claves: histoquimica, tinciones, tejidos, sustancia amiloidea, carbohidratos.



ABSTRACT

Abnormal accumulations of amyloid substance or carbohydrates in human tissue are the
basis for the development of lethal diseases if not diagnosed in time. The objective of this
present investigation was to specify the various stains used for the determination of
amyloid substance and carbohydrates in human tissues. The methodology was based on
a descriptive study, documentary and non-experimental design, cross-sectional and
retrospective. The sample consisted of 59 scientific articles, selected by exclusion and
inclusion criteria. Researched in university repositories, digital books, databases such as
PubMed, Scielo, Medigraphic, Dialnet, Lilacs, Redalyc, Elsevier, Science Direct and
SOLCA of the last 10 years. Through the analysis and discussion of the results it was
concluded that histochemistry is the most used technique in the diagnosis of extracellular
elements, based on the chemical change of tissue molecules to be stained with the
intention of recognizing and studying specific structures. Congo Red has affinity for
amyloid substance, 96.96% of the authors used this stain for its birefringent property that
differentiates it from collagen and elastic fibers, considering Highman as the outstanding
method, Meanwhile, for the detection of carbohydrates PAS led with 57.69%, followed
by Alcian blue with 23.08% for its capacity to differentiate neutral mucins from acid
mucins, PAS-AB with 7.69%, and with 3.84% for Azure A, toluidine blue and Gomori-
Grocott, respectively. For greater reliability some authors used contrast stains that allow

visualization of structures other than those studied.

Key words: histochemistry, stains, tissues, amyloid substance, carbohydrates.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El descubrimiento de la histoquimica ha permitido diferenciar componentes de los tejidos, a
medida que avanza el tiempo, la histologia aporta informacion clinica requerida por el
personal de salud. Este término se encuentra conformada por raices griegas, derivadas del
1éxico histos “tejidos organicos” y khymos “zumo”, s una ciencia antigua e importante para
el estudio del metabolismo celular in situ, en su inicio eran indispensables para localizar

sustancias quimicas y el mecanismo estructural®.

La admiracion del color es innata en el ser humano, una de las demostraciones son las
primeras pinturas rupestres donde se evidencid por primera vez en Baja California mediante
pigmentos de plantas, flores, cenizas y sangre, sin embargo, el origen del colorante natural
posiblemente surgié en México prehispanico y Mesoamérica con los grupos némadas como
una herramienta de expresion cultural y artesanal, creando una amplia gama de colores con

el fin de ser aplicados en alimentos, telas, alfareria, rituales y reliquias humanas?.

Fue en el afio 1609 que esta ciencia surge con el uso de los microscopios y estudios
anatomicos, entre 1830 y 1855 fue de utilidad botanica descrita por ilustres franceses como
Francois Vicent Raspail, sin embargo, sus ensayos en tejidos animales fallaron por la
destruccion tisular. En 1853 el joven William Henry Perkin con la codicia de descubrir la
cura para la malaria, intencionalmente obtuvo un liquido oscuro parpura de la quinina,

siendo este la revolucion quimica de los colorantes®.

Al analizar el tejido animal con ayuda de la anilina en 1860, se deduce que la histologia
descriptiva fue conocida primero como histoquimica. Uno de los pioneros de esta disciplina
fue Marcello Malpighi, considerado como padre de la patologia moderna quien fue un
médico aleman, patdélogo, politico, antropdlogo y bidlogo. Paul Ehrlich, destacé los
colorantes azoicos descubiertos por W.H. Perkin en su tesis denominada anélisis de

pigmentos histoldgicos otorgandole el titulo de doctor en 1878%.

A mediados del siglo X1X eran comunes los estudios en tejidos, segun la afinidad de estos
dependia el uso de los colorantes, aunque el nimero disponible era limitado. Con las
investigaciones realizadas, Lison en 1936 con su libro Histochemie Animale demuestra que
la técnica fue innovada, puesto que evitaba la destruccion celular considerando esta la base
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para el estudio de hoy en dia de las estructuras que contengan, acidos nucleicos, lipidos,

enzimas, entre otros>%’.

Con el amplio interfaz de los colorantes, la observacion de morfologias en los tejidos
bioldgicos y anatomia celular mediante la microscopia Optica ha logrado la deteccion de
enfermedades poco comunes y progresivas, una de ellas la sustancia amiloidea. No se
encuentra en el cuerpo humano, pero al existir una afeccion de la proteina precursora se

acumula de forma extracelular en cualquier parte de los 6rganos®.

La amiloidosis, una patologia descrita desde el siglo XIX por Virchow quien estudio
meticulosamente un depdsito extracelular en el higado y observé una estructura similar a la
celulosa, lo nombré amiloide por su semejanza al almidon. Segun su extensién se clasifica
en sistémica ya que afecta a varios 6rganos y localizada por su limitacion a un solo érgano.
Actualmente, la amiloidosis sistémica se subdivide en cadena ligera (AL), secundaria (AA),

genético y senil o salvaje°.

Segun la fundacion de amiloidosis creada por Don Brockman y Mary O'Donnell ubicada en
Clarkston, Georgia indica que la prevalencia de amiloidosis a nivel global es incierta, en
Estados Unidos informan 1 a 5 casos por 100 000 habitantes anualmente. La amiloidosis de
cadena ligera (AL) es la méas frecuente con 4 500 nuevos casos, afectando principalmente
adultos de 50 a 80 afios, ademas el 10 y 20 % de los pacientes con mieloma multiple
conlleva amiloidosis AL, otra de las causas adyacentes es el cancer de las células

plasmaticas®.

La amiloidosis secundaria se manifiesta de enfermedades previas y es la Gnica que se
presenta a cualquier edad siendo comun en nifios. En Estados Unidos y paises europeos es
inusual mientras que en los paises en vias de desarrollo son més frecuentes, por la falta de
instalaciones médicas o de laboratorios y disponibilidad de tratamientos farmacologicos para

los trastornos asociados®.

Amiloidosis hereditaria, una condicién poco comun por su ascendencia, se estima 1 por cada
100 000 habitantes. El tipo de Vall22lle se observa predominantemente en la poblacion
afroamericana y esta asociada con la cardiomiopatia. La mutacién Val50Met tiene

prevalencia global < 1 por cada 100 000 personas, es endémica en paises como Portugal,
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Japon y Suecia. Estudios realizados por la Fundacién Municipal de Ciencias Naturales de

Beijing en el 2021, en Taiwan la mutacién ATTR Ala97Ser es la mas com(n%1?,

Amiloidosis tipo salvaje también conocida como amiloidosis sistémica senil o amiloidosis
cardiaca senil, es una miocardiopatia causada por la proteina transtiretina y afecta
principalmente a varones mayores de 75 afios representando el 1 %. Condiciona el
funcionamiento del corazon por el engrosamiento de la pared, disfuncion diastélica y rigidez

ventricularl?

Dentro de Latinoamérica, México presenta un 0,5 % de amiloidosis cutanea con una
prevalencia en el segundo y quinto decenio de vida. A diferencia de la amiloidosis cardiaca,
en Colombia a partir del 2019 se registr6 el primer individuo con esta patologia, mientras

que en Brasil y Argentina ya existian cifras de 5 000 y 1 800 respectivamente!?.

En Ecuador, los casos de amiloidosis cutanea relacionados del tipo sistémica o localizada
van en aumento, puesto que el departamento de Dermatologia del hospital “Luis Vernaza”
ubicado en la ciudad de Guayaquil, registrd6 anualmente un total de 75 pacientes,

correspondiendo el 64 % entre 18 y 41 afios, predominando el sexo femenino®#.

Por otro lado, los carbohidratos son biomoléculas organicas necesarias para la produccion
de energia y composicion estructural celular. En condiciones normales, las glicoproteinas al
ser proteinas unidas a hidratos de carbono sirven de revestimiento a varios 6rganos e influyen
en neoplasias por la proliferacion e invasion. De lo contrario, una alteracion en las rutas
metabdlicas es suficiente para generar un trastorno genético como las glucogenosis

caracterizadas por cumulos excesivos de la glucosa.

En el 2020 se diagnosticaron 19,3 millones de casos de neoplasias a nivel mundial segln las
estadisticas de la Internacional Agency for Research on Cancer. En el mismo afio Estados
Unidos registré una cifra de 1 806 590, con una alta tasa de mortalidad especialmente en
varones. La reconocida Sociedad Espafiola de Oncologia Médica estim6 280 100 nuevos
casos de cancer, una neoplasia maligna con mayor frecuencia en el colon rectal, vejiga
urinaria, mama, préstata y pulmon?s.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es la segunda causa de muerte en

Ameérica hasta el 2018 se presentaron 3,8 millones de casos y se estima que aumentara el 32
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% para el 2030. El Observatorio Mundial de Cancer sostiene que por afio se diagnostica 1

millon de casos en Centroamérica y América del Sur®,

El Ministerio de Salud Pablica del Ecuador, afirma que 29 273 nuevos casos se registraron
en el 2020. El pais presenta una incidencia creciente, evidenciandose 10,32 y 11,89 % por

cada 100 000 mujeres en el 2015 y 2020 referente al cancer de mama en Guayaquil®’.

En cuanto a la glucogenosis es un trastorno genético poco comun, la ausencia de enzimas
altera el deposito de glucogeno afectando al masculo y al higado. Segun la Universidad de
Connecticut afecta a 1 de 100 000 personas, frecuencia global de todas las formas de
glucogenosis. Los individuos que lo padecen visitan Florida para ser atendidos, en total son
500 pacientes en 49 estados y 45 paises®.

La doctora Yolanda Castillo, representante del programa Glucogenosis del Centro Médico
Nacional de Occidente sefiala que México es el segundo pais en glucogenosis hepatica,
aproximadamente 1 de 20 000 mexicanos padece el trastorno metabdlico de tipo genética.
Para la Revista Médica Hospital de Especialidades Eugenio Espejo se constatdé que no
existen cifras que estimen la prevalencia, ni incidencia de la glucogenosis en Ecuador, de
manera que no es incluida en el listado de enfermedades catastroficas del Ministerio de Salud
Publica®.

En el capitulo Il que comprende el marco tedrico en el que se describe el origen y
fundamentos de la histoquimica, importancia del estudio de la sustancia amiloidea y
carbohidratos, tomando en cuenta las tinciones mas utilizadas para el respectivo diagndstico,

logrando entender el fundamento de cada una.

En el capitulo I11 se describe la metodologia, mencionando el tipo de investigacion, técnicas
de recopilacion de datos, poblacion, muestra, criterios de exclusion e inclusion, metodos de

estudio, procesamiento estadistico y consideraciones éticas del proyecto.

En el capitulo IV se plasma los resultados y discusiones mediante tablas que abarquen
informacidn referente a tinciones, enfermedades y causas de la sustancia amiloidea, asi como
la de los carbohidratos, analizados de las revisiones bibliogréficas originales y actualizados

alusivos al tema.
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Por dultimo, el capitulo V muestra las conclusiones planteadas en los objetivos,
recomendaciones que nos conduzcan a dar solucion al problema expuesto y anexos

relacionados al tema.

Las consecuencias de estas patologias son relevantes en el corazon, rifiones y el sistema
nervioso, la afeccién de la amiloidosis inicia con falta de irrigacién y bombeo de sangre en
el corazon al igual que el deterioro el sistema de filtracion del rifidon, entre otros. Asi mismo,
a largo plazo la glucogenosis causa la gota, insuficiencia renal progresiva y adenoma
hepatico, se considera uno de los mayores retos en el diagndéstico clinico debido que en los

ultimos afos han tomado relevancia.

En esta investigacion se presenta informacion acerca de las tinciones que son necesarias para
determinar sustancia amiloidea y carbohidratos, con todo lo antes expuesto se realiza la
siguiente pregunta ¢ Cuales son las tinciones especificas para la determinacién de sustancias
amiloideas y carbohidratos utilizados en diversas investigaciones?, los colorantes se utilizan
para tefiir células y componentes tisulares que se van a observar en el microscopio, el uso y
aplicacion de las tinciones especiales deben ser las adecuadas para un correcto diagnostico
histopatoldgico. ElI conocimiento generado en este trabajo, a través de la recopilacion
informacion valiosa de articulos, libros y revistas ayud6 de mejor manera a comprender el

problema planteado.

En este afio 2023 no existen actualizaciones que aporten informacion sobre la deteccién de
sustancia amiloidea y carbohidratos, por esta razon identificar las tinciones que han sido
empleadas con ayuda de la histoquimica se lograra un diagndstico preciso para obtener una
mejor calidad de vida sin repercusiones en la salud. Toda esta informacion aporta
conocimiento a las personas que padecen estas patologias, asi como para el personal de la

salud como médicos especialistas.
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OBJETIVOS
General
Especificar las diversas tinciones empleadas para la determinacion de sustancia amiloidea y
carbohidratos en tejidos humanos.
Especificos
e Especificar las diferentes técnicas de tincion para estructuras amiloideas en tejidos
humanos.
e Destacar las diferentes técnicas de tincion para estructuras de carbohidratos en tejidos
humanos.
e Distinguir las tinciones de contraste utilizadas en los diferentes érganos humanos
para sustancia amiloidea y carbohidratos.
e Considerar las tinciones como ayuda diagnostica en las diferentes patologias y sus

causas.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO
Histoquimica

Es una ciencia que se encarga de identificar y localizar sustancias quimicas en los tejidos,
en otras palabras, es el conjunto de técnicas no destructivas que ayudan a ubicar
microscopicamente determinados compuestos que se encuentran dentro de los érganos con

el apoyo de métodos quimicos y fisica?02:,

Para la investigacion de esta ciencia existen dos tipos de metodologias la extra situm que se
lleva a cabo sobre drganos, tejidos o celulas sin ninguna relacion topografica siendo
imposible reconocer el metabolismo y composicion quimica de los mismos, mientras que la

in situ es un método donde se tiene presente la morfologia de una forma intacta 2.

Tipos de colorantes

Los colorantes son de tipo basico por sus sales coloreadas basicas e incoloras en la parte
acida que reaccionan con los componentes anionicos de la célula y tejido. Al poseer cargas
cationicas forman complejos con colofonia-alimina, &cido tanico o algun mordiente
sintético para tener afinidad por estructuras acidas de la muestra. Por su especificidad en los
grupos anidénicos de ciertas macromoléculas son conocidos como colorantes nucleares,
pueden aplicarse secuencialmente y combinado por ejemplo la union del verde de metileno

y pironina para analizar la sintesis y secrecion de las proteinas??.

El tipo &cido esta conformado por sales que colorean a los aniones e incolora la parte basica,
reaccionan con los grupos cationicos presentando afinidad por estructuras basicas; se
conocen como colorantes citoplasmaticos, porgque son especificos para citoplasmas y fibras
extracelulares. Usualmente son utilizados de manera combinada para tefiir diferentes
componentes, por ejemplo, la tincion Tricromica de Masson al abarcar azul de anilina,
naranja G y fucsina &acida permite visualizar colageno, citoplasmas vy eritrocitos

respectivamente??.
Meétodos de tincion

Al existir varios componentes celulares, se han agrupado en tinciones especiales y de rutina.
En estructuras y condiciones tisulares subyacentes de uso cotidiano se denominan “de

rutina”, la mas comun es la hematoxilina y eosina. Mientras tanto las especiales son técnicas
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alternativas para demostrar los grupos quimicos especificos que en las de rutina no aportan

otra informacion necesaria al patélogo, acerca del tejido que se esta analizando??.

Amiloidosis

Es una enfermedad metabolica heterogenia poco comun y se produce cuando una proteina
anormal llamada amiloide, se acumula en el espacio extracelular de los tejidos causando
rigidez e interfiriendo en su funcionamiento principalmente en el corazon, los rifiones, el
higado, el bazo, el sistema nervioso y el tracto digestivo, segun el 6rgano afectado; presenta
una afinidad a la tincion del Rojo Congo confirmando la birrefringencia verde manzana bajo

luz polarizada®.

Figura 1. Depdsito de amiloide; A, rojo Congo visualizado bajo microscopia éptica 'y B,

efecto birrefringente visualizado bajo luz polarizada.

Fuente: Fonseca E (2020)

La proteina precursora de la sustancia amiloide (APP), es una glucoproteina que conforma
la membrana que se localiza en el sistema nerviosos central, su funcion es la de regulador de
la sinapsis neuronal es conocida por ser una molécula B-amiloide, un péptido con 42
aminoacidos componente principal de las placas amiloideas que se encuentran en el tejido

del cerebro®>%,
Complicaciones

La amiloidosis cuando no es tratada a tiempo causa una serie de complicaciones en los

organos, especialmente en los siguientes:
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Corazoén: cuando existe el depdsito de amiloide se reduce la capacidad del corazon de
llenarse de sangre entre latidos cardiacos, causando un bombeo menor en cada latido,
provocando que el sistema eléctrico del mismo se dafie por completo?’.

Rifiones: dafan el sistema de filtracién, afectando la capacidad para eliminar desechos del
cuerpo y con el tiempo causa insuficiencia renal?’.

Sistema Nervioso: cuando se presenta un dafio en los nervios principalmente en manos y
pies, tienen como consecuencia un dolor intenso, entumecimiento y hormigueo, una

funcion anormal en el intestino causa estrefiimiento?”.

Tipos de amiloidosis

Amiloidosis sistémica y localizada son conocidas por la acumulacion de depdésito amiloide
que se presenta en uno o varios érganos respectivamente, de esta manera dentro de la

sistémica se encuentra una subclasificacion mas amplia:

Amiloidosis Primaria: perteneciente a las denominadas gammapatias monoclonales en
especial del tipo lambda o kappa, originadas por las células de la médula dsea (células
plasmaticas) y no suele requerir de una patologia acompafiante siendo recurrente en

varones?,

Amiloidosis Secundaria: se desarrolla a partir de una patologia ya existente, las mas
habituales son de origen reumatico como la artritis reumatoide, espondilitis anquilopoyética,

artritis psoriasica), la fiebre mediterranea familiar, la enfermedad inflamatoria intestinal?.

Amiloidosis Hereditaria: son trastornos autosémicos dominantes, provocados por la
mutacion de la proteina transtiretina (encarga de transportar tiroxina y la proteina ligada al
retinol) es defectuosa acumulandose en el corazon y otros tejidos como en los nervios y

0jos?°.
Amiloidosis Senil: el amiloide se acumula en el miocardio, suele estar presente en otras

estructuras como en el endocardio, las valvulas y el pericardio, causadas alteraciones

genéticas, en las formas hereditarias y enfermedades ya existentes.
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Tinciones para amiloidosis

Rojo Congo

Fue sintetizada por primera vez en 1883 por Paul Bottiger, en busca de un tinte textil que no
requieren la presencia de un mordiente. En histologia es utilizado para la deteccion de AP,
desde principios del siglo XX. Presenta afinidad con los materiales fibrilares y no fibrilares,
es un colorante anidnico caracterizada por un color dicroismo bajo luz polarizada®. (Anexo
1)

Cristal Violeta

En el apogeo de la época egipcia se valoraban las propiedades especiales referente a la
proteccién del cristal, existian varias esencias como los productos naturales y que por su
valor eran custodiados en vasijas de oro y cristal violeta. Es una tincion poco utilizada, se
basa en un efecto meta cromatico del cristal violeta en donde al ponerlo en préactica se
observa una afinidad para demostrar depdsitos de amiloide presentandose con un tono rojo

purpura3™.

Rojo de Tiazina

Es una tincion atil para el diagndstico post-mortem fiable y rapida especialmente para la
enfermedad de Alzheimer siendo un colorante importante para diferenciar el estado fibrilar
del no fibrilar para el amiloide-B*.

Tioflavina T-S

Es un colorante selectivo del amiloide, en el afio de 1959 por Vassar y Culling Schwartz,
fueron los primeros en demostrar el uso de tioflavina S, es una tincion que se utiliza para el
estudio post-mortem de la deposicion de amiloide en el cerebro, es un tinte fluorescente es
una herramienta em el reconocimiento de 27 tipos de acidos nucleicos no candnicos,
incluidos. La estructura quimica de tioflavina-T, muestra benzotiazolio derivado y N, N 112
anillo de dimetilaminobenceno (verde) que son fundamentales en el efecto del rotor
molecular®>

Tincion Argéntica o tincion de plata de Bleslschowky

Es utilizada para tefiir cortes histologicos, relevante para ubicar las proteinas como el

colageno tipo Il y ADN. Es una técnica concisa basada en una doble absorcién con
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soluciones de plata concentradas para evidenciar la presencia de fibras nerviosas periféricas

y centrales®,

Tincion Tricromica de Masson

Se desarroll6 en 1929 como una tincion especial para diferenciar simultdneamente
numerosas estructuras tisulares mediante tres colorantes, hematoxilina férrica de Wiegert
util para tefiir los nucleos en violeta, marron o negro, fucsina acida-escarlata de Biebrich
para colorear el citoplasma, las fibras musculares, la hemoglobina y el azul de anilina que se

colorea de azul o verde el mucus v las fibras de colageno®*%.(Anexo 2)

Carbohidratos

Conocidos también como hidratos de carbono o sacéridos, son biomoléculas constituidos
por aldehidos o cetonas con varios grupos de hidroxilo. Se representa Cn (H20), en
proporcién 1:2:1 con relacién al carbono, hidrogeno y oxigeno. La unidad basica es un
azucar denominado monosacarido, que no se encuentra libre en la naturaleza y en los seres

Vivos36:37,

En el ser humano es indispensable por cumplir con las funciones de reserva energética, asi
como la estructuracion de &cidos nucleicos, al igual que en las plantas y microorganismos
por su participacion en paredes celulares. En los tejidos, los mucopolisacéridos revisten
cavidades, mediante la capacidad de lubricacién. Ademas, en una proporcion considerable

se halla en la alimentacion, indispensables en la dieta y metabolismo32°,

De acuerdo con la composicion quimica, los carbohidratos se clasifican en: monosacéridos,
disacéridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos es el compuesto eje de todos
los carbohidratos sin excepcion. Son los méas simples y la molécula abarca de 6 a 9 &tomos

de carbono, un ejemplo es la D-glucosa que se encuentra en abundancia en la naturaleza *°.

Los disacaridos estan estructurados por dos moléculas de monosacéaridos entre los mas
comunes son la maltosa, sacarosa y lactosa. Los oligosacaridos son variados entre 3 a 10
monosacaridos. Los polisacaridos son complejos al poseer mas de 10 monosacaridos, entre

ellos el glucdgeno que reserva energia en el misculo esquelético e higado*.
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Glucogenosis

Es un trastorno metabdlico y genético diagnosticado por Van Greveld en 1928 y en 1929
Von Gierke la analiz6 histologicamente, denominado en primera instancia como
hepatonefromegalia glucogénica. Se caracteriza por la ausencia de enzimas que participan
en el metabolismo del glucogeno presentes en las células hepaticas y musculares. Estas
alteraciones se veran reflejadas en la acumulacion anormal de sus concentraciones en

diferentes tejidos, siendo las mas frecuente en el higado*.

De acuerdo con el déficit enzimatico, localizacion y gen puede resultar una enfermedad leve
o letal. La hepatomegalia, variacion de la glucemia y retraso en el crecimiento son algunas
de las manifestaciones clinicas al existir dificultad en la degradacién del glucégeno a glucosa
en el higado. En el caso de que el musculo es el tejido afectado, produce debilidad y dolor

muscular4243,

Los tipos méas comunes son VVon Gierke, Pompe, Cori o Forbes y Hers, totalmente son 14
tipos y en funcion en donde se realice la alteracion son de tipo hepéatico y muscular. Los
nifios con glucogenosis adquieren el trastorno al poseer dos copias del gen anémalo de la

madre y del padre, siendo la mayor parte de herencia autosémica recesiva*>#3. (Anexo 3)

Neoplasias

También conocidas como neoplasmas o tumores, son masas irregulares de tejido producto
de una proliferacion excesiva de células. Se clasifican en benignos por el crecimiento lento
sin diseminacion y malignos por su invasion a otros tejidos. Las mucinas, glicoproteinas de
cadenas largas de moléculas de azlcar constituyen estructuralmente los huesos, cartilagos,
piel, tejido elastico y membranas para brindar proteccion y lubricacién a los tejidos blandos.
Ciertos tipos de este grupo complejo de carbohidratos esta relacionado con el desarrollo de

tumores mucinosos, generan moco a través de las células caliciformes*.

Son de tipo &cido con carga negativa que se presentan como simples (carboxilo) o complejas
(&cido sulfurico), localizados en las vias respiratorias y gastrointestinales. Y neutras por su
escasez de grupos acidos y carga, se encuentran en el epitelio del estbmago y las glandulas

de Brunner del duodeno para proteger del contenido del acido estomacal®.
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Figura 2. Adenocarcinoma gastrico; A, positivo para &cido peryodico Schiff y B, positivo

para azul de alcian.

Fuente: Mandal K (2013)

Tinciones para carbohidratos

Acido peryodico de Schiff

Del inglés Periodic Acid-Schiff (PAS), acido periddico, reactivo de Schiff; es una de las
tinciones mas utilizadas para carbohidratos. Detecta polisacaridos como el glucogeno,
mucoproteinas, fibras reticulares y mucopolisacaridos. Se fundamenta en la oxidacién de
acido peryadico sobre las uniones carbono-carbono de los carbohidratos donde se encuentran
hidroxilos adyacentes y NH2 primarios 0 grupos amino secundarios, de manera que
transfiere aldehidos que pueden reaccionar con el reactor Schiff, otorgando una coloracion

roja 0 magneta provocada por la unién de leucofucsina con dialdehido®.

La formulacion de la tincion se debe a Joseph Forde Anthony McManus en 1946 al
demostrar mucina y otras estructuras mediante el reactivo de Schiff. En la actualidad, PAS
tiene valor diagnostico en quistes triquilemal, hidradenoma, poroma ecrino, enfermedad de
Paget mamaria y resalta el colageno (posee en pequefia cantidad hidratos de carbono) en
células neoplasicas. Previamente a la coloracién, el tejido con ayuda del acido periddico es

modificado quimicamente*’. (Anexo 4)
Azul alcian

También conocido como Alcian blue, detecta mucosustancias acidas, mucopolisacaridos y

otras sustancias a nivel celular. Fue sintetizado por primera vez en 1940 bajo la
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responsabilidad de NH Haddock y C. Wood, es un colorante tetravalente basico. Se
fundamenta en la formacion de enlaces salinos con los grupos acidos de mucopolisacaridos
acidos, proporcionando el color azul a verde azulado por la presencia de cobre en la
molécula. Tiene valor diagnostico en mucopolisacaridosis, mesotelioma, aterosclerosis y

adenocarcinomas “¢. (Anexo 5)

Azul de toluidina

El azul de toluidina (ATO) fue reconocida por primera vez en 1959 por Loe, es un colorante
metacromatico con afinidad a los componentes acidos. Realiza tinciones nucleares in vivo,
por ello tifie reas con gran proliferacion celular debido que los acidos nucleicos retienen la
tincion. Sirve para la deteccion de displasias en mucosas, proteoglicanos,

glicosoaminoglicanos y células caliciformes, el color azul indica positivo*,

Mucicarmin de Mayer

Es una técnica aplicada desde 1896, las mucinas al pertenecer a uno de los grupos de los
hidratos de carbono se tifien de color rosa. El colorante principal es el carmin, obtenido de
la diseccion de las cochinillas Dactylopius coccus cacti. Sirve de valor diagnostico en

adenocarcinomas por la mucina intracelular®®.

Plata metenamina de Gomori-Grocott

Util para la visualizacion de hongos en cortes histoldgicos, los carbohidratos al encontrarse
en la capsula se tifien de color negro-grisacéo. Las primeras aplicaciones datan en el afio
1955, Grocott mejoro la tincion de Gomori mediante la reduccion de los aldehidos en los

complejos de nitrato de plata metenamina otorgando el color caracteristico®!%2,
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA.

Tipo de Investigacion

e Nivel: descriptiva, porque se detall6 los datos recopilados acorde a los objetivos
planteados, para ello se realiz6 busquedas de articulos cientificos a nivel mundial
sobre las tinciones y su aplicacion para la determinacion de sustancia amiloidea
y carbohidratos presentes en tejidos humanos.

e Disefio: documental-no experimental, se basé en la busqueda de estudios y
articulos que ya se ha realizado e investigado referente al tema, las principales
bases de investigacion fueron las fuentes confiables de donde se extrajeron la
bibliografia necesaria.

e Secuencia temporal: de tipo transversal ya que se trabajé en un momento
determinado con un solo bloque de resultados. El analisis de fuentes
bibliograficas corresponde a partir del afio 2012 al 2022.

e Cronologia de los hechos: retrospectivo debido que los datos recolectados se
tomaron de investigaciones previas relacionado a tinciones de sustancia

amiloidea y carbohidratos.

Técnicas de recoleccion de datos

La técnica que se utilizd fue recoleccion de datos mediante el analisis de informacion de
articulos cientificos, libros digitales y publicaciones en sitios oficiales para obtener datos
veridicos acerca de la sustancia amiloide, carbohidratos, relacién con diversas patologias y

las tinciones para su posible determinacion.

Poblacion

La poblacion de estudio quedd conformada por 112 referencias bibliogréaficas, utilizando
fuentes secundarias a partir de palabras claves que abordan el tema correspondiente,
publicadas en PubMed, Scielo, Medigraphic, Dialnet, Lilacs, Redalyc, Elsevier, Science

Direct, repositorios virtuales, libros digitales y paginas oficiales.

Muestra
Para la seleccion de la muestra se escogieron 59 articulos cientificos, se depuraron aplicando
los criterios de inclusion y exclusion, de las cuales 43 corresponden a PubMed, 7 en Scielo,

1 en Medigraphic, 1 en Lilacs, 2 en Elsevier, 5 en Science Direct.
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Criterios de inclusion

Acrticulos de revistas de bases de datos con un impacto mundial como: Scielo,
PubMed, Redalyc, Elsevier, Medigraphic, Lilacs, Dialnet, Science Direct.

Libros digitales sin fecha limite de publicacion, de editoriales como: Médica
Panamericana, Universidad del Rosario, Limusa, Reverte.

Articulos y paginas oficiales en inglés, espafiol, francés y portugués debido que la
mayoria de las publicaciones referentes a salud se encuentran en estos idiomas.
Articulos con diagndstico, casos clinicos y tratamientos de los diferentes tipos de

amiloidosis y enfermedades relacionadas a los carbohidratos.

Criterios de exclusion

Articulos con més de diez afios desde que han sido publicados.

Articulos y libros digitales que no tienen relacion al tema de estudio y que no
aportaron a los objetivos planteados.

Articulos, documentos, libros digitales incompletos, o donde no existia acceso

gratuito a la informacion completa.

Métodos de estudio

El presente estudio bibliografico fue de método tedrico porque permitié analizar, relacionar

y revelar informacion esencial de articulos cientificos, libros, publicaciones, de tal manera

que contribuyo con el desarrollo en este proyecto de investigacion.

Procesamiento estadistico

El proyecto de investigacion se realizd mediante el anélisis de contenidos e interpretacion

de los resultados obtenidos en las busquedas bibliograficas con la triangulacion de

informacion.

Consideraciones éticas

Al tratarse de una revision bibliografica no existen conflictos de interés y los resultados seran

empleados con fines cientificos y no maleficentes.
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Estrategia de busqueda de bibliografia

DIAGRAMA DE FLUJO
PARA BUSQUEDA

v

¢Cudles son las tinciones especificas
para la determinacion de sustancias
amiloideas y carbohidratos utilizados
en diversas investigaciones?

v

[\

Especificar las diversas tinciones
empleadas para la determinacion de
sustancia amiloidea y carbohidratos en
tejidos humanaos.

Identificacion de conceptos
Histoquimica, tinciones, tejidos, sustancia
amiloidea, carbohidratos.

Eleccion del idioma: inglés, espafiol,

> francés y portugués.

Busqueda de fuentes de

investigacion

v

Base de datos cientificas:
PubMed, Scielo, Medigraphic, Dialnet,
Lilacs, Redalyc, Elsevier, Science

Direct, repositorios virtuales, paginas

Cumple con los criterios de inclusion
Contiene informaciéon util para el
desarrollo del proyecto, con
publicaciones de los 10 dltimos afios de

bases de datos reconocidas.

!

Revisadas: 112
PubMed (51), Scielo (16), Science Direct
(5), LILACS (1), Medigraphic (4), Dialnet
(1), Redalyc (1), Elsevier (3), libros (12),
repositorios virtuales (3) y paginas oficiales
(15).

A 4

Aplicar criterios de inclusién y exclusion
/ para la seleccion de articulos y libros

!

No cumple los criterios de exclusion
No tienen informacion util que aporte al
desarrollo de la investigacion, sin acceso

Articulos seleccionados:59
PubMed (43), Scielo (7), Science Direct
(5), LILACS (1), Medigraphic (1),

gratuito e informacion actualizada.

'

Articulos excluidos:53

Elsevier (2).

Anadlisis, parafraseo de la
informacion y citas con normas
Vancouver.

PubMed (9), Scielo (9), Medigraphic
(3), Dialnet (1), Redalyc (1), libros (12),

repositorios virtuales (3) y paginas

oficiales (15).

Descartar articulos
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este acapite se analiz6 los resultados de investigaciones mediante la seleccion de 59

articulos cientificos, respetando los criterios de inclusion y exclusion que aportaron

informacion relevante para desarrollar los objetivos planteados. En las tablas se reflejan la

recopilacion de bibliografia que abarca el tema de tinciones para la determinacion de

amiloidosis y carbohidratos en tejidos humanos, asi mismo la diferencia entre sus tipos y

causas.
Tabla 1. Tinciones para estructuras amiloides segun varios autores
o . Coloracion Frecuencia .
Tincion Tejidos obtenida Autores de Porcentaje
articulos
Muscular Guselnikova et
cardiaco, al.»
_ pulmonar, Povar et al.>
Rojo o
tenosinovial, Rosa Martinez et al.>®
Congo )
mamario, Swanson et al.%
epidérmico
Sperry et al.5’
Rodriguez et al.®®
Barge et al.>®
Hansen et al.®°
Andrés et al %
Mucosa Mutchar et al.®
rectal, grasa Fernandez et al.%3 2
Rojo subcutanea, Verde | Scivetti et al.% 96,96%
Congo | renal, vejiga, | manzana | Menter et al.®
vesicula Pucci et al.5¢
biliar, Sjolander et al.®’
adiposo, Kimmich et al.®®
piel, nervio Sager et al.®®
surco, Singh et al.™
cardiaco, Fonseca et al.”*
endomiocar Kuroda et al.”
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dico Suzuki et al.”™
ventricular, Sjolander et al.”
glandula Swanson et al.%
salival, Aguirre et al.”™
nervio
trigémico
Hepaético, Clemente et al.”
intestino Ting etal.””
delgado, Nasr et al.”
corneal, Ashraf et al.”®
cuerda Basak et al.&
Rojo vocal, Rosay | Senetal®
Congo tiroideo, verde Delplanque et
ganglio manzana | al.#
linfatico, Kotecha et al &
pancreatico,
gastrico,
lengua,
mucosa
rectal, renal
Cristal ) Rojo Aslani et al. 8 1 3,03 %
violeta Piel violaceo

Discusion

En la tabla 1 se describe las tinciones empleadas para la determinacion de sustancias
amiloideas en tejidos humanos. El rojo Congo es el mas utilizado con el 96,96 % de los
articulos revisados, destacando que un grupo considerable finaliza su estudio al obtener una
coloracion verde manzana bajo la luz polarizada como confirmacién del amiloide presente
sin importar en el tejido que se analice, a diferencia del cristal violeta que con el 3,03% se
obtiene un color rojo violaceo en estudios sobre la piel con amiloidosis, siendo esta la tincion

con una escasa aplicacion.
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Uno de los varios articulos analizados, detecto la presencia de sustancia amiloidea a partir
de dos tinciones la DSNAF (sal disédica) que también demostro identificar el amiloide en el
miocardio humano y el rojo Congo. En el estudio de Guselnikova et al.>® demuestra un
nuevo analogo del rojo Congo basado en fluoreno y que es Util para identificar depdsitos de
amiloide en cortes histologicos del miocardio humano, la intensidad de la fluorescencia de
la DSNAF se unen a las fibrillas de amiloide presentan una mayor intensidad que la
fluorescencia del rojo Congo, este analogo es Util para identificar pequefios depdsitos de

amiloide en tejidos humanos.

Para Povar et al.>* y Martinez et al.>® la confirmacion de amiloidosis finaliza al marcarse los
depositos de color ladrillo con rojo Congo, Martinez considera que la biopsia aguja fina son
utiles en el diagnostico preliminar, ademas, agrega que los cimulos amiloideos producen
grandes células multinucleadas como forma de reaccion, teniendo atraccion por el calcio
ocasionando calcificaciones es por ello que en su estudio en el tejido mamario no se observo
ninguna lesion epitelial maligna, descartando la presencia de depoésitos de material hialino
que se encuentra en los vasos sin embargo se visualizé la presencia de parcheados infiltrados
linfoplasmocitarios y microcalcificaciones que son tefiidos con Rojo Congo, compatibles

con el tumor amiloide.

Los depdsitos de amiloide en la mayoria de los casos estan compuestos por cadenas ligeras
de inmunoglobulinas, donde existe el predominio del tipo lambda, donde se involucran los
nervios periféricos intracraneales como menciona Swanson et al.>® que el mas frecuente es
el ganglio del trigémino, los pacientes que presentan este tipo de amiloidoma suelen
presentar sintomas progresivos , se realizd tinciones especiales con cortes de tejido en
parafina de 10 micras y tefiido con tojo Congo y a su vez impulsa a utilizar la espectrometria

de masas para determinar el subtipo y etiologia.

A partir de Sperry et al.>” los autores consideran que la birrefringencia del rojo Congo es un
indicativo de confirmacién. Recomiendan el empleo de espectrofotometria de masas para la
corroboracion de amiloidosis, si en la histoquimica el resultado es positivo la deteccion del
amiloide se enfatizara en examinar al tejido, por lo que Rodriguez et al.%8, sugiere el tejido
adiposo subcutdneo como primera prueba de cribado de amiloidosis por su mayor
accesibilidad, aunque la sensibilidad se veréa reflejada segln la extraccion y procesamiento

de la muestra.
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Barge et al.>® valida lo antes mencionado, utilizd la tincion rojo Congo obteniendo un color
verde manzana bajo luz polarizada en el material amiloideo y para determinar el subtipo
utilizé inmunohistoquimica y espectrometria de masas. La amiloidosis cardiaca es causada
por el deposito de amiloide en los miocitos ocasionando una miocardiopatia, existen mas de
30 proteinas conocidas que causan los depdsitos de amiloide sin embargo son 5 son
significativos para el corazén, por ello en su investigacion histolégico de 35 biopsias
endocardicas,16 pacientes presentan amiloidosis cardiaca por transtirretina y 19 con
amiloidosis cardiaca de cadena ligera donde utilizaron biopsias en grasa abdominal, en
médula dsea, glandulas salivales, aparato digestivo, nervio periférico y en el tendon

cuadricipital.

Sin embargo, Hansen et al.®° y Andrés et al.®* consideran que aln no se define el tejido que
brinda mas informacion diagnostica, pero Hansen se inclina por la idea de que la biopsia de
grasa tiene mayor sensibilidad que la biopsia de piel, dependera de la carga amiloidea en el
cuerpo. Concuerdan que el aspirado de grasa es una técnica simple, rapida y precisa; al
contrario del método invasivo en érganos vitales este no generara complicaciones como la
hemorragia y econémicamente serd costosa. Andrés et al.%%, agrega que la deteccion del
diagnostico etiologico es un procedimiento agresivo, sefiala que se pueden tomar otros

tejidos como alternativas especialmente las glandulas salivales.

Mutchar et al.®? dice que la aspiracion de grasa es un predictor de estudio para una posible
biopsia del érgano afectado. Para comprender la extension de la enfermedad se evalla
aspiracion de grasa, biopsia de la médula 6sea, y biopsias de drganos; plantea que los
pacientes masculinos presentan mayor riesgo de estudiar biopsia de 6rganos puesto que en

su investigacion la tincion del rojo Congo positiva en grasa tuvo una menor tasa.

Uno de los estudios méas grandes sobre grasa abdominal y que confirman dicha teoria es de
Fernandez et al.®3. Obtuvieron un 100% de sensibilidad y 99% en el diagnéstico correcto del
tipo de amiloide. La muestra puede repetirse durante el seguimiento, asi mismo brinda
informacién sobre la proteina amiloide. Sin embargo, Scivetti.% sefiala que los falsos
positivos se deben a la retencion del rojo Congo por las fibrillas elasticas y colageno; los

falsos negativos que se observan en biopsias de recto y medula 6sea.
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Ahora, la birrefringencia es una propiedad de la microscopia, para Menter et al.®® una técnica
muy especifica son los microscopios implementados con luz convencional. Idea que es
compartida con Scivetti.%, el estudio histolégico fue analizado mediante el Microscopio
Eclipse E600, herramienta que ofrece un escaneo laser focal, luz dptica y polarizada mientras
que el autor Pucci et al.% utilizé Ris D2 Nikon. Pero la baja sensibilidad de esta técnica es

el color verde manzana en sustancias amiloides y en colageno.

El autor Sjolander en sus dos articulos sobre la deteccion de amiloidosis mediante Rojo
Congo manifiesta que la alta sensibilidad de la sustancia amiloidea se logra por polarizacion
a causa de sus propiedades birrefringentes. Motivo para que la histologia sea analizada en
manos de un experto. Junto a_Kimmich et al.% lo califican como un gold estandar al igual
que Sen et al®, demuestra que los tejidos que fueron coloreados presentan una
birrefringencia fuerte al contrario de los tejidos que no fueron tefiidas. Es asi como Sager et
al.®, Singh et al.”® y Fonseca et al.”* al observar la birrefringencia realizan el diagnéstico

definitivo de amiloidosis.

Regresando a las técnicas populares y de confirmacién para sustancia amiloidea, Kuroda et
al.”? plantea que la inmunohistoquimica ayuda a la confirmacion de los tipos de amiloidosis,
como es el caso de Suzuki et al.”®; utiliz6 anti-kappa para la determinacion de amiloidosis
de cadena ligera. A comparacion del estandar de oro para identificar la proteina es la
espectrometria de masas y la microscopia inmunoelectronica para el tipo de amiloide, estas

no son de mayor utilidad en Japon.

Diversos autores optaron por utilizar microscopios estandar y finalizaron con los
polarizados. Clemente et al’®, examind 54 muestras de diferentes tejidos indicando el color
tipico que se obtenia como es el rosado a rosa-rojizo como positivo. Mismos que
demostraron que la birrefringencia verde manzana, otorgado por el tinte rojo Congo debido
a la a su accion fluorescente que presenta, al adherirse al amiloide observada bajo la luz
ultravioleta. Dentro del articulo destacan que la tincion es empleada desde 1920, que va
modificando su composicion con el pasar del tiempo brindando mayor especificidad y

sensibilidad.

Ting et al.”’en su estudio a 86 pacientes examind con microscopia optica, electrénica y de

inmunofluorescencia, importante para la tipificacion de amiloidosis en virtud de que el tipo
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de amiloidosis difiere en el tratamiento. Utilizé la tincion de cadenas ligeras de
inmunoglobulina demostrando que los resultados negativos no descartan amiloidosis por su
contaminacion con proteinas séricas similar al estudio de Nasr et al.” que sugiere combinar

biopsias de grasa cutanea y mucosa rectal para mayor sensibilidad.

Ashraf et al.”® descubrié que la birrefringencia verde manzana es mas visible con un
microscopio metalurgico y que los cubreobjetos de plastico dispersan la luz evitando cruzar
el polarizador y analizador del microscopio de manera inconsciente obteniendo efectos

negativos en las muestras analizadas.

La deteccidn de las fibrillas de amiloide de bajo nivel se ven afectadas por la orientacion de
la trayectoria de la luz, por tal razén se puede observar solo desde un angulo con ayuda de
una platina circular mecéanica. Esta caracteristica posee el microscopio metallrgico

especifico para microscopia polarizada que elimina efectos opticos falsos.

Basak et al®.para analizar los tejidos utilizé el método Putchtler, consiste en preparar una
solucion saturada de cloruro de sodio con alcohol para mayor selectividad del amiloide para
suprimir la tincion de elastico, colageno y musculo. Ademas, Sen et al.2'considera usar una
seccion gruesa con espesor de 12 pum para mayor visualizacién de los fendmenos de la

birrefringencia.

Por otro lado, Delplanque et al.#? y Kotecha et al & confirman lo expuesto por Martinez et
al.®, Kotecha et al 8 en su estudio se evidencio macréfagos y agregados leucocitarios
alrededor de la infiltracion amiloide demostradas con rojo Congo bajo luz polarizada y

campo brillante, de muestras del ventriculo derecho.

Aslani et al. 8 en su estudio de amiloidosis macular afirma que el Rojo Congo, tioflavina
T, violeta de metilo y violeta cristal son tinciones histoquimicas apropiadas para la deteccion
de pequefios glébulos, amorfos y multifacéticos localizadas en las lesiones tempranas de
manchas. En relacion de la hematoxilina y eosina, esta tincion omite a los glébulos, razén
por la que considera que el cristal violeta es Gtil en el diagndstico de la enfermedad cutanea.
El autor al no observar birrefringencia verde manzana en las muestras, previamente de
asegurarse de la positividad del control positivo afirma que el Rojo Congo no es de utilidad

para la deteccion amiloide en la piel.
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Varias de las fuentes bibliograficas consideran que la birrefringencia verde manzana es
sensible frente al diagndstico de amiloidosis, es la técnica mas popular y descrita por primera
vez por Kyle en 1927. Aunque su sensibilidad disminuye por la confusion de la sustancia
amiloide por el colageno, uno de varios elementos tisulares que poseen la propiedad de
birrefringencia. Ademas, existen factores que interfieren como el grosor del tejido,

intensidad de luz y cantidad de acumulacion de sustancia amiloide.

Tabla 2.Tinciones para estructuras de carbohidratos segun varios autores

Coloracion Frecuencia
Tinciones Tejido | sensibilidad ) Autores de %
Obtenida .
articulos
Acido - Hajar et al.®
peryédico cut 95 % no Abreu et al.*
de Schiff R - %1% | wagner et al.
Pujar et al.8
o 60 %
Acido Song et al.®
peryédico _ Sahni et al.®°
_ Cavidad - Purpura o
de Schiff Figueiredo et
oral 100 %
al.®*
o Gatica et al.??
Acido 80,9 % )
o Haghani et
peryodico 75,93%
_ Ungueal ' al.%
de Schiff 93,1 % Rojo Jeelani et al %
100 % eelani et al. 57 69
Jung et al.% 15
Acido Avila et al.%
oo Ganglios
peryodico | - Rosa
linfoides
de Schiff
Acido Nédulo Demirel et al.®’
peryédico mural Rojo
de Schiff
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Acido Khanna et al.%
peryodico | Prostatico | 89,82 % Rojo
de Schiff
Acido Mantilla et
i 100%
peryodico Hepatico Rojo al.%®
de Schiff
Azul de _ Lutz et al.1%
o Piel 100% Rosa 1 3.84
toluidina
Azul de Cavidad Capodiferro et
) - Azul
alcian oral al 101
Azul de Escalona et
. Prostatico | 96,3 % Azul
alcian al 102
Azul de - Jakobiec et
. landul
alcian- Gléndulas Azul al 1%
lagrimales 6 23,08
Mucicarmin -
Azul de Johnson et
B Esofago 91 % Azul
alcian al 104
Ramirez et
Azul de - Azul
. Gastrico al. 1%
alcian -
Azul Wada et al.106
Cavidad Pereira et al.1%7
Azure A - Azul 1 3,84
oral
Acido Kumar et al.108
periddico de - Kerckhoffs et
) Rosa - 7,69
Schiff -Azul o 57 % al.109 2
g Gastrico Purpura
de alcian
Gomori- Alcantard et
Pulmonar - 1 3,84
Grocott al 110
Discusién

En la tabla 2 se nombran las técnicas de tinciones empleadas en diversos articulos para la
deteccidn de carbohidratos. El acido peryodico de Schiff con un 57,69 % demuestra que es

la més empleada, seguida de la tincién azul de alcian con 19,23 %, ambas sirven para la
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deteccion de sulfomucinas; estas tinciones presentan facil accesibilidad y aplicacion
instantanea. Por tal razon esta biomolécula cumple papeles fundamentales en la composicién

estructural de las células, &cidos nucleicos y microorganismos como los hongos.

Hajar et al.#” en su articulo comprueba que la tincion acida peryddico de Schiff (PAS) es de
beneficio para la deteccion de hidratos de carbono presentes en membranas basales del
epitelio e identifica microorganismos celulares como los hongos. Analiz6 43 muestras de
piel, concluyendo que los mucopolisacaridos y polisacaridos se tifieron de rojo. Abreu et al®
considera que la tincién ayuda a la deteccion de enfermedades autoinmunes cutaneas y su
afinidad se ve comprobada por la coloracion de los anticuerpos ya que son glicoproteinas,

las enfermedades autoinmunes atacan a los epitopos de carbohidratos en el cuerpo.

El PAS es utilizada para detectar polisacaridos, como el glucdgeno, glicoproteinas,
glicolipidos y mucina lo que hace la tincion mas especifica y con una positividad para
detectar otras enfermedades con respecto a la dermatosis. Queratoacantoma se puede
originar en los foliculos pilosos, se tifie con acido peryodico de Schiff, tincion Gtil para
analizar el glucdgeno positivo en células tumorales y en vainas externas de la raiz, segun el

estudio de Wagner et al.8’

De igual manera en estudios de mucosa oral como Pujar et al.88 considera la tincion PAS
como un gold estandar para la deteccion de moco y glucogeno en diferentes tejidos. Presenta
positividad en mucosa oral, membranas basales y fibrillas de colageno con una leve
coloracion por su estructura rica en carbohidratos. Estudio que concuerda con Song et al.8°
publicado en China, la tincion PAS fue de utilidad diagnostica de neoplasias, melanomas de

mucosa oral u otros tipos de malignidad considerado como un parametro prondstico.

Los proteoglicanos y glicoproteinas son moléculas esenciales para la matriz extracelular,
necesarios para definir fragmentos de un tejido. La mucina es el componente principal,
cumple un rol importante en la proliferacion e invasion debido a una alteracion neoplésica
entre la matriz y células normales. Por esta razén Sahni et al.*® menciona que los tumores
malignos procedentes de carcinomas son ricos en glicoproteinas detectables.

En su articulo, utilizan PAS para la deteccion de neutras y acidas, esta ultima se clasifica en
sulfatadas y carboxiladas necesarias para la diferenciacion de displasia epitelial oral y

carcinoma oral de células escamosas. Asi mismo, en el estudio de Figueiredo et al.>* la
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tincion indicd la presencia de células mucosas en el epitelio de quistes endodontico. Por otro
lado, el azul diferenci6 células grandes productoras de mucosa que formaban parte de la
proliferacion epitelial al utilizar azul de alcian en el analisis de Capodiferro et al.1%!, mismo

color que resalta a los mastocitos en el estudio de liquen plano oral de Pereira et al.1%’

Por otro lado, al ser un técnica rapida y sensible su empleo en tejidos ungueales es comun
para deteccion de onicomicosis siendo el rojo su color caracteristico. Los hongos contienen
polisacéridos por sus paredes de quitina y celulosa, una evidencia de ello es en el estudio de
Gatica et al.% al encontrar dermatofitos y Candida sp. Para Haghani et al.*® la incapacidad

de la deteccion precisa del agente causal y el alto costo son inconvenientes de la técnica.

Para Jeelani et al.% argumenta que el examen histoldgico tiene un 91,62% de sensibilidad
en comparacion a la técnica de cultivo y microscopia directa segun su estudio de 112
pacientes. Jung et al.% concuerda con la alta sensibilidad de la técnica, en su articulo lo
expone con el 100% de deteccién de la enfermedad con la ventaja de diferenciar un hongo

invasivo de una colonizacion de desechos ungueales.

Avila et al.®® menciona que un tumor salival es muy frecuente en los carcinomas
mucoepidermoide, con una mayor frecuencia del 35% en las salivas mayores y en menor
cantidad en el paladar, el aspecto en que se observe bajo el microscopio dependera del grado
ya sea bajo, intermedio y alto. Dos casos de carcinoma epidermoide en donde se localiza en
la lengua, con ayuda de la tincion hematoxilina con cortes histoldgico de rutina se puede

distinguir que tipo de malignidad.

Otras de las muestras estudiadas es un absceso con nédulo mural, Demirel et al.®” explica
que el quiste se encontraba recubierto de epitelio mucinoso indicativo de cistoadenoma
mucinoso. En cambio, Mantilla et al.*® se inclind por enfermedades metabdlicas como la
glucogenosis, manifiesta la presencia de hepatocitos grandes en el estudio de 10 muestras de
pacientes pediatricos, son positivas para acido peryodico de Schiff por la gran cantidad de

material intracelular de glucogeno.

A diferencia de los autores mencionados, Lutz et al.1® utiliza azul de toluidina para la
deteccion de mucopolisacéridos en biopsias de cancer de piel, se afirma con el color magenta

y su presencia es sospechoso de tumor residual. En este caso la sensibilidad fue del 100%,
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las propiedades metacromaticas de la tincion indicaron mucopolisacéaridos en foliculo

pilosos, detalles nucleares e infiltrado inflamatorio.

En otras indagaciones se analizé estudios sobre células tumorales, mismas que se agrupan
de forma abundante en el cancer. En las biopsias los hidratos de carbono se expresan
mediante la glucosa, importante para metabolizacion acelerada siendo de ayuda las mucinas
acidas para la deteccion del cancer. Khanna et al.®® y Escalona et al.1%? concuerdan en los
resultados de sus estudios en andlisis de lesiones prostaticas que utilizaron azul de alcian y
PAS, el azul de alcian con pH 2,5 present6 positividad a mucinas acidas localizadas en
adenocarcinomas. Con respecto al acido peryodico de Schiff tuvo mayor afinidad por la

mucina neutra localizadas en hiperplasias benignas.

Ambos autores consideran que el azul de alcian es mas especifica para diferenciar casos
benignos de los malignos en comparacion de PAS, destacan que las mucinas acidas no se
localizaran en carcinomas por la escasa diferenciacion de las células cancerosas,

disminuyendo la capacidad de producir mucina.

La formacién de moco es otra de las funciones de las mucinas halladas en células
caliciformes, Jakobiec et al.!%® detecté células serosas secretoras de mucosustancias
encontradas en acinos siendo positivas para azul de alcian y Mucicarmin. Al analizar la
glandula lacrimal izquierda demuestra que dichas células lubrican y protegen mediante los
granulos de zimogeno también encontradas en glandulas parétidas, estomago, células de

Paneth y pancreas.

Johnson et al.'%para desestimar la enfermedad de Barret a través de eséfago aplicéd Azul de
alcian, positividad frente a células caliciformes. Las células mencionadas forman parte de
los criterios para el diagndéstico de la enfermedad, se tifien fuertemente en el azul de alcian
por la mucina &cida intracitoplasmatica que poseen. En la indagacion la tincion de alcian
presentd 91% de sensibilidad, debido a que biopsias resultaron falsos positivas ante la
presencia de glandulas esofagicas y células columnares azules considerando como esofago

no de Barrett.

Regresando a las mucinas Ramirez et al.1% indica que las mucinas acidas son carbohidratos

también conocidos acidos glicosaminoglicanos 0 mucopolisacaridos acidos, su presencia
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ofrecen informacion en las metaplasias intestinales. Estas moléculas son glicoproteinas, un
tipo de hidratos de carbono complejos secretados por tejidos epiteliales como barrera
quimica en el intestino frente a infecciones. Al trabajar con 512 biopsias gastricas demostrd
mayor precision en los resultados, para ello prepar6 azul alcian a pH 2,5 para sialomucinas

y sulfomucinas; azul de alcian a pH 0,5 especificamente para sulfomucinas.

Afirma que el colorante Azul Alcian a pH 2.5 en comparacién de Diamina-Azul Alcian Alta
en Hierro, la Fucsina-Azul Alcian Aldehido de Gomori y la Orceina-Azul Alcian es el méas
utilizado por su menor toxicidad, facilidad de la técnica y menor costo. Recomienda aplicar
aldehido-fucsin de Gomori o diamina de alto contenido de hierro (High Iron Diamine) como

soluciones de colorantes de contraste para mayor especificidad con las sulfomucinas®.

Encontrar sialomucinas o sulfomucinas en células caliciformes es indicativo de un posible
cancer gastrico, Kumar et al.1%® y Kerckhoffs et al.1% evaluaron biopsias gastricas con PAS
— azul de alcidn obteniendo metaplasia intestinales y cancer de células en anillo de sello,

puesto que dicha tincion diferencia la mucina acida de la mucina neutra.

Alcantara et al.!% en sus 48 biopsias respiratorios aplicé la tincion de Gomori-Grocott,
obteniendo Pneumocystis jirovecii en 11 muestras. Al ser un hongo su deteccion es mediante
Gomori-Grocott o Giemsa, concordando con Drack en su estudio en la Guayana Francesa
puesto que considera a la tincion como un gold estandar para la deteccion de filamentos

fangicos, esporas y levaduras.

Los estudios revelan que los carbohidratos se encuentran en diferentes sitios del organismo,
PAS encabeza con el 57,69 %, seguido de azul de alcian con 23,08%, PAS-AB con 7,69%,
y con 3,84 % para Azure A, azul de toluidina y Gomori-Grocott, respectivamente. Para la
deteccion de patdgenos como los hongos la tincion preferida es el PAS mientras tanto el azul
de alcian al funcionar con diferentes pH es empleado en la deteccion de tumores y cancer

por las mucinas que secretan.
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Tabla 3.Tinciones de contraste

Tincién Contraste Afinidad Tejidos Autores

Cardiaco, glandula | Menter et al.®®

Rojo N salival, médula 6sea,
Hematoxilina o

Congo o gastrico

: Amiloide :

Rojo . _ _ Aslani et al.8
Hematoxilina Dermis Papilar

Congo

Acido _ Sahni et al.*°

Conectivo

peryodico | Azul de alcian

uxtaepitelial
de Schiff y P

. . Conectivo Sahni et al.%
Aldehido | Azul de alcian o
yuxtaepitelial

Acriflavina - _ Pereira et al.1%’
Azure A . Tejido Conectivo
fluorescente | Carbohidratos
Acido Capodiferro et
peryédico _ Mucosa Oral al.10t
_ Diastasa
de Schiff
Acido Kumar et al.108
o Azul de )
peryddico y Intestino
] alcian
de Schiff
Acido Kerckhoffs et
peryédico | Azul de alcian Intestino al.1?
de Schiff
Discusion

A través de los articulos cientificos se identifico que ciertos estudios optan por aplicar una
tincion diferente de la principal, en la tabla 3 se observa que sobre la primera tincion utilizan
una segunda para visualizar estructuras distintas de las que ya se establecié o demostrar con
certeza de que se trata del elemento identificado suprimiendo composiciones similares, el

doble enfoque prevalece en el rojo Congo con Hematoxilina y PAS con azul de alcian.

Menter et al.% evalu6 muestras fijadas en formol e incrustadas en parafina, para ser

desparafinado realizo cortes de 6 um espesor Y tifio por 30 minutos con rojo Congo, pasado
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el tiempo requerido se aplica 1 g de K(OH) disuelto en etanol al 80% los 500 ml para
contratefiirlos con hematoxilina por 4 minutos, los tejidos que se utilizaron fueron de
amigdalas de pacientes con amiloidosis, pacientes con neoplasias del cual se utilizo el tejido
cardiaco. La tincién de contraste permite visualizar y resaltar estructuras coloreadas con una
tincidn principal, en este caso la tincion rojo Congo en su procedimiento se redujo el tiempo

de la tincién en 30 min, 20 y 10 segundos haciendo de su color mucho mas débil.

Aslani et al.®* siguid el protocolo de tincién ya establecido por su laboratorio, prepard cortes
de 8 um y dejo tefiir con tincion rojo Congo por 45 a 60 minutos. Por uno o dos minutos se
logran contrastar con hematoxilina, este autor sefiala a esta técnica como Highman. Se
caracteriza por tefiir con una solucion alcohdlica del rojo Congo, sumergir en hidréxido de

potasio y contrastar con hematoxilina.

En cuanto a los carbohidratos, Sahni et al.*® analiz6 66 casos de displasia epitelial oral y
carcinoma oral de células displasicas, la combinacion de azul de alcidn y PAS contribuy6 a
diferenciar la mucina acida mediante azul de alcian y mucinas neutras mediante PAS. Para
diferenciar mucinas carboxiladas y sulfatadas en las mucinas acidas utilizé aldehido fusquina
con azul de alcian, al ser tinciones de contraste con ayuda de la tincion PAS se demuestra a
otras estructuras como el glucdgeno y el almidén que se encuentran en el tejido conjuntivo,

PAS es sensible para detectar las mucinas neutras, acidas que contienen &cidas sialico.

Pereira et al.!%” demostré que el azure A al ser una tincién catidénica demuestra una
ortocromasia de color azul y metacromasia de color purpura en los tejidos que posean mucina
y proteoglicanos. Al contrastar con acriflavina se demuestra la membrana basal de amarillo

dorado, de manera que aumenta la sensibilidad.

Regresando a la tincion acido peryodico de Schiff —azul de alcian, Kumar et al.1% esclarecid
los casos de carcinoma gastrico, identificé mucina neutra con PAS y con el contraste azul
de alcian reaccionaron adenocarcinomas con predominio de mucinas acidas. EI mismo autor
al igual que Sahni et al.? utilizé aldehido fusquina/azul de alcian para diferenciar siamucinas
con coloracién azul y sulfomucinas de coloracion morada. Argumenta que en los tejidos
pueden existir varios tipos de mucinas, pero con solo una tincién no es suficiente para

identificar la presencia de todos ellos. Las células normales de la glandula géstrica y células
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en tipo difuso de gastrico adenocarcinoma tienen mucina neutra, pero en el metaplésico las

células glandulares tienen mucina &cida.

Kerckhoffs et al.'%°, las muestras para realizar la investigacion se tomaron de una mayor
densidad donde se encontraban los tumores, con cortes de cuatro micras a las que se tifieron
con hematoxilina-eosina, este autor demostrd un estudio interesante, combind acido
peryddico de Schiff-azul de alcian con citoqueratina para diferenciar mucinas epiteliales y
mucina extracelular. Es decir, mucinas acidas y neutras, la parte mas interesante de esta
tincion de contraste es que a partir de desparafinizacion y rehidratacion se procede a realizar

la tincion panctoqueratina, donde al final de la rutina se contraste con Mayer.

Las tinciones de contraste son de ayuda para la visualizacion de otras estructuras distintas a
las que se han coloreado con las tinciones especificas. En la elaboracion de esta tabla se
destaca mas el rojo Congo con hematoxilina donde varios autores la definen como el método
de Highman y para diferenciar el tipo de mucinas presentes en los tejidos analizados con
PAS los investigadores optan por azul de alcian.
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Tabla 4. Tinciones para distinguir los tipos de amiloidosis y sus causas

Estructuras Tipo de )
o B _ o Factores asociados Autores
Tincion Tejido predominantes Amiloidosis
o e Mutacion genética (ATTRh) Povar et al.>*
_ ] . Amiloidosis
Rojo Congo Cardiaco Amiloide en los i e Esporédica (wild-type, ATTRwt) Kotecha et al &
cardiaca
miocitos Barge et al.>®
S e Posible neoplasia oculta Martinez et al.>®
. Mamario Material hialino _ )
Rojo Congo y ¢ Enfermedades inmunolégicas
N parcheados
Hematoxilina — o e Trastornos linfoproliferativo
) Nervio infiltrados o _ o
eosina linfool L Amiloidomas |  Tratamiento con insulina S ¢ 356
Trigémino | linfop asmocitarios wanson et al.
Renal, Rodriguez et al®®,
tubo e Espondiloartritis Delplanque et al.82
_ digestivo, Depositos de Amiloidosis | e Enfermedad de Still del adulto Aguirre et al.”™
Rojo Congo ) o ]
meédula amiloide Secundaria | e [Infecciones respiratorias cronicas
Osea,
tiroidea
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Discusion

En la tabla 4 se demuestra que los diferentes tipos de amiloidosis se encuentran relacionados
a factores o patologias, revelando que las enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias
tienen conexion con las causas o efectos, la deteccidn es encabezada por la tincion rojo

Congo para los depositos amiloide.

Povar et al.> y Barge et al.*® indican que la ATTR conocida amiloidosis cardiaca por
transtiretina es la forma mas comun en pacientes masculinos de edad avanzada, el depdsito
de amiloide se produce en los miocitos generando miocardiopatia. La transtiretinao TTR se
sintetiza en el higado, las mutaciones genéticas se denominan ATTRh y esporadicas o
naturales como ATTRwt.

Kotecha et al 8 menciona que casi todas las amiloidosis cardiacas son de tipo monoclonal
de cadena ligera de inmunoglobulina o conocida como amiloidosis sistémica, con ayuda de
una resonancia magnética no invasiva se puede detectar la carga amiloide, este autor
menciona que para diferenciar la amiloidosis cardiaca depende de la filtracion de amiloide
es asi que para la amiloidosis cardiaca ATTTR ( transtirretina) suele ser mas grave que la
amiloidosis de cadena ligera de inmunoglobulina (AL) en términos del grosor de la pared

ventricular y masa del ventriculo izquierdo.

A los pacientes se los dividié en tres grupos, pacientes con amiloidosis sistémica,
transtirretina y amiloidosis hereditaria mediada por transtiretina realizando biopsias
endomiocérdicas que se realizaron por via percutanea bajo guia fluoroscépica obteniendo
muestras del ventriculo derecho, estas muestras fueron tefiidas con hematoxilina y eosina
(HE) e interpretadas por un histopatologo experimentada desconociendo los resultados de
resonancia magnética cardiovascular (CMR). Mientras tanto para la determinacion de
amiloide se realiz6 otro examen histolégico con tincion Rojo Congo con secciones de 6
micras fijadas con formaldehido incluidas en parafina, observando bajo luz de campo

brillante polarizada cruzada y fluorescente.

Se demostré la evidencia de edema miocardico en amiloidosis con ayuda de la histologia y
usando resonancia magnética que es una herramienta de imagen de eleccién para
diagnosticar la afeccion cardiaca en amiloidosis sistémica, el autor menciona que

histolégicamente los edemas son dificiles de diagnosticar por la presencia de un aumento del
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espacio entre las células debido a una acumulacion de liquido seroso. La miocarditis aguda
es conocida por estar asociada con edema e inflamacion del miocardio, asi mismo en las
biopsias muestran amiloide con una separacion celular similar, pero con un nivel bajo de
infiltracion de células inmunitarias, el edema miocardio esta presente en la amiloidosis

cardiaca segun la confirmacion por histologia y por resonancia magnética cardiaca.

La amiloidosis mamaria, se descubrié por primera vez en 1973 segin Martinez et al.> es
poco frecuente que engloba una serie de trastornos y debe ser estudiada para descartar
enfermedades existentes como la aparicion de la amiloidosis visceral difusa que se puede
relacionar con la amiloidosis pulmonar, al sospechar de una posible metastasis pulmonar un
diagndstico adecuado se lo realizard a traves de una puncion-aspiracion percuténea, esta
afeccion mamaria se presenta en mujeres de edad avanzada como un tumor unico sospechoso

de malignidad .

Swanson et al.®® denomina amiloidomas a dep6sitos de cadenas ligeras de inmunoglobulinas
similares a tumores, son infrecuentes que se alojan en el tracto respiratorio gastrointestinal,
piel, vejiga urinaria y estructuras oculares. En su articulo pueden estar relacionados con los
nervios periféricos intracraneales es asi como el ganglio del trigémino dentro de la cueva de
Meckel es la zona mas frecuente donde se acumula el depoésito, los pacientes con esta
enfermedad presentan sintomas como a debilidad de la neuropatia del trigémino, de igual

manera utilizé rojo Congo en un bloque de parafina del espécimen de nervio.

En cuanto a la amiloidosis secundaria es el resultado de enfermedades autoinmunes, como
lo describe Rodriguez et al®® en su estudio a 1 125 pacientes con espondiloartritis
demostrando una mayor frecuencia en el sexo masculino y en su mayoria se presenta de
forma sintomatica. La amiloidosis secundaria es una complicacion de enfermedades
inflamatorias crénicas se puede diagnosticar en una fase donde no se presenten aun sintomas
y donde ya se ha desarrollado la enfermedad segun el 6rgano afectado, pero se estima que
con un 13% los pacientes con artritis reumatoide desarrollan este tipo de amiloidosis, la
deteccion se lo realiza mediante la visualizacion de depdsitos amiloide bajo la luz polarizada

dando como resultado un color verde manzana con la tincion rojo Congo.

Delplanque et al.82 menciona un trastorno inflamatorio conocido la enfermedad de Still del

adulto tiene una estrecha relacién con la amiloidosis multisistémica por maultiples
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complicaciones siendo de etiologia desconocida caracterizada por la presencia de fiebre alta,

erupcion cutanea poliartitis, afeccion pulmonar y hepatica.

Las enfermedades de origen autoinmune e infecciones respiratorias pueden ser las causas,
Aguirre et al.” en su articulo menciona que especialmente la amiloidosis AA provienen de
enfermedades subyacentes, ciertos paises no poseen estudios avanzados para el diagnostico

molecular siendo este una forma de prevencion de la enfermedad’.

Con estos resultados se afirma que la amiloidosis al relacionarse con la edad, genética y
ciertos factores que genera una infinidad de patologias causan distintos tipos de amiloidosis
y por lo general provienen de enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias. Con ayuda de
técnicas avanzadas se puede confirmar la enfermedad en especial la del rojo Congo y la
inmunohistoquimica, destacando como una problematica importante en el area de salud y

que debe ser tratada con seriedad.
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Tabla 5. Tinciones para el diagnostico de patologias relacionadas a los carbohidratos y sus causas

Edades
Tincién propensas Tejido Patologia Factores de riesgo Autores
] Dermatofitos Gatica et al.%?
Acido peryédico 55+ 16 L _ . "
_ Ungueal Onicomicosis Mohos no dermatofitos | Velasquez et al.
de Schiff afnos )
Candida sp.
: Mutaciones del Mantilla et al.*®
Acido peryodico 38 meses o ) o
. . Glucogenosis tipo 111 ADNg(gen GAA) Pérez et al.
de Schiff 1-67 Hepaético i
Padres consanguineos
Acido peryodico Varones de edad Escalona et al.1%?
) 61a80 Prostatico ] ]
de Schiff -Azul 5 _ . Cancer de prostata avanzada
B anos hiperplasico
de alcian
Azul de alcidn 'y Infeccion por Ubillus et al'%®
Hematoxilina- o Metaplasia intestinal Helicobacter pylori Wada et al.10
) - Gastrico
Eosina
Ganglios Carcinoma Metastasis Avila et al.%
Acido peryodico . o ) _ :
] 55-85 afios | linfoides del mucoepidermoide Enolismo
de Schiff
cuello

49



Discusion

En latabla 5, se menciona las patologias y causas por la presencia anormal carbohidratos en
tejidos humanos donde se destaco la frecuencia de autores que comparten diagnosticos
similares. Gatica et al. %2y Velasquez et al. 1* analizaron la onicomicosis, optaron por la
tincion de acido peryodico de Schiff para la visualizacion de dermatofitos, Candida sp.,
levaduras y mohos no dermatofitos; concuerdan que el aumento de estructuras micoticas en
la lamina ungueal se relaciona con la edad, actividad fisica, ocupacion y el tipo de zapato
que usa. Velasquez et al. *'* afirma que las mujeres adultas son las mas expuestas por posibles

enfermedades en el sistema circulatorio y traumatismos en las ufias.

Mantilla et al. % y Pérez et al. 1*2 analizaron biopsias de pacientes diagnosticados con
glucogenosis tipo I11. Este trastorno metabolico es resultado de una anomalia del gen GAA,
responsable de la degradacion del glucogeno a glucosa. Pérez por su parte estudio a personas
adultas considerando como una afeccion rara debido que solo llegan al afio de vida, la
principal sintomatologia es la debilidad de las extremidades inferiores. Al contrario, Mantilla
analiz6 muestras de pacientes menores de 38 meses, ser hijos de padres consanguineos y
proceder de un area delimitada como los es Egipto e Italia son unos de los origenes de la

enfermedad. En los menores la caracteristica clinica es la hipoglucemia.

La deteccion temprana de células malignas evita un desenlace mortal, Escalona et al. 1%2 en
su investigacion demuestra la importancia de mucinas en el diagnostico de cancer de
prostata. Enfermedad frecuente en varones entre 60 a 80 afios, al utilizar PAS diferencid
carcinomas e hiperplasias prostaticas resaltando que la mucina neutra es frecuente en tejidos

normales y la mucina acida en cancer.

Sin duda, las mucinas también se localizan en la cavidad abdominal, Ubillus et al. 1% y Wada
et al. 1% consideran que la metaplasia intestinal es un indicativo de cancer gastrico causado
por Helicobacter pylori. En cuanto a los tumores, la mucina mide el grado del tumor, es
decir menor mucina es indicativo de un tumor de grado intermedio y un tumor de alto grado

de malignidad se caracteriza por grandes cantidades de mucifagos.

Avila et al. menciona que un tumor salival maligno que conlleva a un carcinoma
mucoepidermoide, la Organizacion Mundial de la Salud lo define como una neoplasia

epitelial glandular maligna y en este estudio se lo asocia por enolismo, su diagnostico
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depende del grado histoldgico ya sea bajo, intermedio y alto, respectivamente predominan
en las areas quisticas con mucositos, se presenta menos mucinas, en cuanto a un alto grado
de malignidad tiene células anaplasicas, mitosis atipicas que son reactivas al PAS. Se puede
diferenciar los grados de malignidad tumoral del carcinoma mucoepidermoide por la

coloracion estandar de hematoxilina-eosina en cortes de histologicos de rutina.

Este analisis nos lleva a concluir que todas las patologias son derivadas de factores genéticos,
fisiolégicos y ambientales. La mucina es la forma mas comdn en la que se expresa los
carbohidratos, debido a la importancia que tiene sobre el funcionamiento y proteccién de los
organos. En ciertos casos, su produccion anormal sefiala que han ingresado patdgenos

desconocidos al organismo, causantes de neoplasias benignas como la metaplasia intestinal.

o1



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La sustancia amiloidea al ser un componente tisular particular tiene afinidad para ser
observada con Rojo Congo, el 96,96 % la consideran una tincion especial que al unirse a
fibrillas amiloideas causa una birrefringencia verde manzana bajo la luz polarizada para
garantizar una alta sensibilidad, algunos investigadores utilizan el método de Highman, una
técnica que sirve para diferenciar los dep6sitos amiloideos y suprime la coloracion de fibras

elésticas y colageno.

El Acido Peryédico de Schiff con un 57,69 %, demuestra que es la tincion mas utilizada
segun varios autores para la deteccion de grupos aldehidos formados por oxidacién previa
de los hidratos de carbono en los distintos tejidos; los carbohidratos también al expresarse
en mucinas optan por el azul de alcian con un pH 2,5 para diferenciar las neutras de las

acidas segun su coloracién, por ello con el 19,23% es la segunda tincion empleada.

La tincion de contraste es utilizada para revelar estructuras especificas de una coloracién
previa, para una mayor sensibilidad en la deteccion del material amorfo amiloideo se utiliza
hematoxilina definiéndolo como una técnica de Highman, en cambio para diferenciar la
presencia de mucinas es necesario realizar el contraste de las tinciones acido peryodico de
Schiff con azul de alcian.

Las diferentes técnicas de tincién han ayudado a diagnosticar y aportar informacion en las
diferentes patoldgicas causadas por cimulo anormal amiloideo y carbohidratos de origen
genético o adquirido; estas alteraciones al producir atrofias en 6rganos vitales conllevarian

a la muerte si no son tratadas a tiempo.
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Recomendaciones

e Es indispensable que el Ministerio de Salud Publica del Ecuador, preste atencion a la
amiloidosis e informe a la ciudadania sobre sus complicaciones puesto que en la region

Litoral el tipo cutaneo lo ven como un problema estético y no por su gravedad.

e En esta investigacion al analizar las cifras de neoplasias en el Ecuador, recomienda
actualizar el nimero de casos veridicos en la pagina de SOLCA para obtener certeza la
gravedad del problema.

e Las tinciones al cumplir un rol importante en la deteccion de amiloidosis, al area de
laboratorio clinico se recomienda utilizar el método de Highman por su confiabilidad al
demostrar fibras amiloides.

e Las tinciones de contraste deben ser investigadas y divulgadas para que la confirmacion
de la sustancia amiloidea y carbohidratos sean breves sin ningun tipo de errores en

instituciones publicas o privadas.
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ANEXOS

Anexo 1. Ficha técnica de rojo Congo

TINCION ROJO CONGO

Método: Highman Diagnostico: In vitro
Colorante: Azoico Formado: Sal de diazonio + anillo aromatico activo
Principio Es un colorante anionico y se adhieren a las fibrillas de amiloide,

presentando dicroismo bajo luz polarizada.

PROCEDIMIENTO

Sumergir con agua destilada el portaobjeto por 1 minuto.

Sumergir en solucién de hematoxilina modificada segun Gill Il por 5 minutos.
Lavar con agua corriente del grifo por 5 minutos.

Sumergir en solucion de Rojo Congo por 10 minutos.

Lavar con agua corriente del grifo por 5 minutos.

Sumergir solucion de KOH por 30 a 40 segundos.

Enjuagar con agua corriente del grifo por 5 minutos.

Sumergir en etanol al 96% por 30 segundos y repetir nuevamente.

Sumergir en al 100% por 1 minuto y repetir nuevamente.

Sumergir en Xileno o Neo clear por 5 minutos y repetir nuevamente.

ESTRUCTURAS COLOR
Nucleos celulares Azul oscuro
) Amiloide
INTERERIBTACION - Altrasluz Rojo a rosado
- Bajo luz polarizada Metacromasia verde
Tejido conjuntivo, colageno Rojo Claro

Observaciones
e El rojo Congo puede tefiir colageno, que no son visibles bajo luz polarizada.
e Los resultados pueden verse alterados si los cortes de parafina son menos a 5 um o una

sobretincién excesiva.

Fuente: Sigma A (2021). Disponible en: file:///C:/Users/ASUS/Downloads/101641-es-
mk%20(4).pdf
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Anexo 2. Ficha técnica de Tricromica de Masson

TINCION TRICROMICA DE MASSON

Fundamento Asocia la tincion de fibras musculares y de colageno en los tejidos

durante el cual el colorante azul de anilina se une al colageno

haciendo que se vuelva claramente azul.

Tifen

e Colageno de Tipo |

Colorantes Utilizados e Hematoxilina férrica segin Weigert para el nacleo.

e Acido Picrico para los eritrocitos.
e Mezcla de colorantes acidos para el citoplasma.
e Azul de Anilina para el tejido conjuntivo.

PROCEDIMIENTO:

Desparafinar e hidratar el corte histol6gico hasta llegar al agua destilada.

Depositar 6 gotas de Hematoxilina solucién B y luego afiadir 6 gotas de Hematoxilina
solucion A. Dejar reaccionar 10 minutos.

Sin lavar, escurrir la preparacion y colocar 10 gotas de Acido Picrico solucién alcohdlica.
Dejar reaccionar 4 minutos y lavar por 3-4 segundos con agua destilada.

Depositar 10 gotas de Reactivo Escarlata de Biebrich solucién. Dejar reaccionar 4
minutos y lavar con agua destilada.

Depositar 10 gotas de Acido Fosfomolibdico solucion. Dejar reaccionar 10 minutos.

Sin lavar, escurrir la preparacion y depositar 10 gotas de Azul de Anilina solucion. Dejar
reaccionar 5 minutos y lavar con agua destilada.

Deshidratar utilizando la serie creciente de alcoholes.

Sumergir 1 minuto en Etanol absoluto y aclarar con Xileno.

Montar con medio de montaje y observar al microscopio.

Estructuras Color
Nucleo y gametos Negro
Citoplasma,  queratina,  fibras  musculares, Rojo

granulaciones acidofilas.

INTERPRETACION [Colageno, mucus, granulaciones bas6filas de Azul

hipdfisis, suatancia amiloidea

Granulos de células delta hipofisis Azul — Violeta

Fuente: Panreac Quimica (2017). Disponible en:

https://www.itwreagents.com/download_file/ce_ivd_instructions/CEIVD18/es/CEIVD18

es.pdf
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Anexo 3. Tipos de glucogenosis

Tipos

Definicion

Enfermedad de Von
Gierke

También conocido Tipo I, se caracteriza por la ausencia de
enzima Glucosa 6 fosfatasa en el higado, originando la

acumulacién de glucogeno en el tejido.

Enfermedad de Pompe

Tipo Il, déficit de la enzima alfa glucosidasa localizado en

el musculo.

Enfermedad de Cori o
Forbes

Tipo 11, deficiencia de la enzima desramificante en el

musculo e higado

Enfermedad de Andersen

Tipo 1V, disminucion de la enzima ramificante en el

musculo.

Enfermedad de
MacArdle

Tipo V, ausencia de fosforilasa muscular.

Enfermedad de Hers

Tipos VI, carencia de la enzima fosforilasa hepatica.

Enfermedad de Tauri

Tipos VII, déficit de la enzima fosfofructoquinasa.

Tipo VIII Deficiencia de la enzima fosforilasa-b-quinasa.

Tipo IX Carencia de la enzima fosforilasa quinasa, existen cuatro

subtipos.

Tipo X Disminucion de fosfoglicerato mutasa.

Tipo XI Deficiencia de deshidrogenasa de lactato.

Tipo XIlI Escasez enzima aldolasa.
Tipo XIII Déficit de beta-enolasa muscular
Tipo XIV Deficiencia de fosfoglucomutasa.

Fuente: Cordero P (2006). Disponible en:

https://books.google.com.ec/books?id=NSK3IRRoaboC&pg=PA150&dg=glucogenosis&h
I=es&sa=X&ved=2ahUKEwjHyoy5s_75AhUbdDABHfuzB8sQ6AF6BAgFEAI#v=0nepa
ge&q=glucogenosis&f=false
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Anexo 4. Ficha técnica de &cido peryodico de Schiff

TINCION PAS

Nombres comunes | Periodic Acid-Schiff, acido periddico, reactivo de Schiff

Fundamento Oxida los tejidos mediante el &cido peryddico para incrementar

los grupos carbonilos y con el reactivo de Schiff reacciona con

dos grupos aldehidicos dando una coloracion rojo-parpura.

Preparacion del reactivo de Schiff

En 10ml de HCI 0,15 N, agregar 1 g de fucsina basica y 1,9 g de metabisulfito sodico.
Agitar por 2 horas, hasta obtener un color marrén. Agregar 500 mg de carbon activado

fresco y homogenizar por 2 minutos. Filtrar con papel filtro y conservar en refrigeracion.

PROCEDIMIENTO

1. Desparafinar y rehidratar las muestras histoldgicas, enjuagar con agua destilada.
2. Colocar en el corte 10 gotas de acido periodico al 0,5-1% durante 10 minutos.
3. Lavar con agua destilada.
4. Afadir sobre el corte 10 gotas de reactivo de Schiff, durante 20 minutos.
5. Lavar con agua destilada.
6. Deshidratar utilizando la serie creciente de alcoholes. Aclarar con xileno.
7. Armar con medio de montaje y observar en el microscopio.
Estructuras Color
Nucleo Violeta-negro
INTERPRETACION Polisacaridos simples (glucdgeno),
mucopolisacéridos neutros, Rojo-Purpura
mucoproteinas, membrana basal,
glucolipidos

y otros mohos.

Desventajas: Al tefiir hongos no se lograré diferenciar morfol6gicamente los dermatofitos

polimorfonucleares o particulas de almidon.

Falsos positivos: Dermatosis al tefiir de rojo elementos como paraqueratosis, células

Fuente: Panreac Quimica S.L.U (2019). Disponible en:

https://www.itwreagents.com/download_file/ce_ivd_instructions/CEIVD15/es/CEIVD15_

es.pdf
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Anexo 5. Ficha técnica de azul de Alcian

Nombres comunes

TINCION AZUL DE ALCIAN

Alcian blue, Alcian azul 8 GX

Fundamento Para la tincion se utiliza una solucion de &cido acético y azul
alcian, tifiéndose de forma selectiva con un valor del pH de 2,5
los proteoglicanos carboxilados y sulfatados.

Preparacion de azul alcian a pH 2,5 Preparacion de azul alcian a pH 0,5

temperatura ambiente.

de 4&cido acético glacial.

Agregar 1 g de colorante Azul Alcian en 99 | Agregar 1 g del colorante Azul Alcian en
mL de agua destilada, luego adicionar 1 mL | 99,5 mL de agua destilada, mezclar con

Conservar a | 0,5 mL de acido clorhidrico. Conservar a

temperatura ambiente.

© N o g s~ w0 D P

Observar en el microscopio.

PROCEDIMIENTO
Hidratar el preparado histoldgico en agua destilada.
Afiadir acido acético al 3% por 3 minutos.
Colocar en la solucién de azul alcian por 30 segundos en el microondas.
Lavar con agua corriente y enjuagar con agua destilada.
Agregar rojo nuclear rapido durante 5 minutos.
Lavar con agua corriente, deshidratar y aclarar.

Armar con medio de montaje.

INTERPRETACION

Estructuras Color

Nucleos (usando rojo rapido Rosa rojizo

nuclear)

Mucinas acidas/mucosustancias Azul

diferenciados.

Desventajas

Las células cancerosas sufren desdiferenciacion pierden su capacidad funcional de

elaborar mucinas, resultando negativo para adenocarcinomas moderadamente y poco

Fuente: Sigma A (2021). Disponible en: file:///C:/Users/ASUS/Downloads/101647-es-mk

(2).pdf
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Anexo 6. Células caliciformes positivo Azul de Alcian

Fuente: Johnson D (2015). Disponible en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4351230/

Mucosa de Barrett que muestra numerosas células caliciformes (A) que son positivas para
la tincion con azul alcian pH 2,5 (B).

Anexo 7. Sulfomucinas en las células caliciformes

Fuente: Ramirez G (2015). Disponible en:
https://www.scielo.br/j/jbpml/a/w5JjvRMKq9XZLcdZp7qKzCD/?lang=en&format=pdf

Presencia de sialo o sulfomucinas en las células caliciformes con azul alciana pH 2,5 (A) y
sulfomucinas en las células caliciformes con Azul Alcidn a pH 0,5 pero no en células
columnares (B).
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