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RESUMEN

Una coloracion especial permite evidenciar estructuras bioldgicas presentes en los cortes
histoldgicos, las mismas que son dificiles de identificar con las de rutina. El objetivo del proyecto
investigativo fue recopilar informacion sobre el uso de tinciones especiales para el diagnostico de
patologias en tejido humano. Esta investigacion estd realizada bajo un disefio documental-
bibliografico de nivel descriptivo. A partir de una poblacién de 80 fuentes bibliograficas, para el
desarrollo, se aplicé criterios de inclusion y exclusion tomando 53, actualizadas, revisadas y
verificadas por investigadores que aprueban su publicacion, en las que fueron de repositorios,
libros y bases de datos cientificas, destacando su escasa informacion se logré obtener fuentes
confiables. Se encontraron tinciones que estudian estructuras especificas como el Rojo Congo para
tefiir amiloides, expresando mayor sensibilidad a su estructura proteica, la captacion de ion férrico
para melanina en caso de emergencia, pero queda a consideracion del personal correspondiente ya
que Fontana de Masson utiliza mas tiempo, pero permite mas intensidad al momento de
identificarla. Grocott es mas sensible para hongos, aunque tenga un alto costo, pero PAS que de
igual manera permite su identificacion, pero con menor sensibilidad, Ziehl Neelsen para bacterias
acido alcoholes resistentes, Azul Alcian y PAS permiten la observacion de carbohidratos y
mucinas que contienen depdsitos de heparan sulfato y dermatan sulfato que pueden ocasionar
dafos neuroldgicos, miocardiopatias, incluso para adenocarcinoma mucinoso de ovario, célula
mesotelial pleural, mixomas, en lesion de lupus eritematoso discoide y materiales mucinosos en

mixedema.

Palabras claves: Tinciones Especiales, tejido patoldgico.



ABSTRACT

A special staining makes it possible to reveal biological structures present in the histological
sections, which are difficult to identify with the routine ones. The objective of the research project
was to collect information on the use of special stains for the diagnosis of pathologies in human
tissue. This research carried out under a descriptive-level documentary-bibliographic design. From
a population of 80 bibliographic sources, for the development, inclusion and exclusion criteria
applied taking 53, updated, reviewed and verified by researchers who approve their publication,
in which they were repositories, books and scientific databases, highlighting its scarce information,
it was possible to obtain reliable sources. Stains that study specific structures such as Congo Red
found to stain amyloid, expressing greater sensitivity to its protein structure, the uptake of ferric
ion for melanin in case of emergency, but it left to the consideration of the corresponding personnel
since Fontana de Masson uses more time, but allows more intensity when identifying it. Grocott
is more sensitive for fungi, although it has a high cost, but PAS that in the same way allows its
identification, but with less sensitivity, Ziehl Neelsen for acid-resistant bacteria, Alcian Blue and
PAS allow the observation of carbohydrates and mucins that contain deposits. of heparan sulfate
and dermatan sulfate that can cause neurological damage, cardiomyopathies, including for
mucinous adenocarcinoma of the ovary, pleural mesothelial cell, myxomas, in discoid lupus

erythematosus lesion and mucinous materials in myxedema.

Key words: Special stains, pathological tissue.
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CAPITULO I.

INTRODUCCION

El presente trabajo tiene como objetivo recopilar informacién sobre los fundamentos de las

tinciones especiales utilizadas en patologia de tejidos humanos.

Las técnicas histologicas a igual que el ser humano ha ido cambiando e inventando nuevos avances
tecnoldgicos para beneficio propio o colectivo, uniendo a las personas por mas distantes que se
encuentren a nivel mundial, también han ido evolucionando una serie de enfermedades que han

llevado a muchos habitantes a la muerte.

Debido a esta larga trayectoria de desesperacion, angustia en las familias, ha obligado a la ciencia
a buscar medios para calmar sus dolencias, realizando experimentos en laboratorios para detectar
a tiempo enfermedades visualizando a los enemigos invisibles del cuerpo humano, es asi que los
colorantes o tinciones forman parte de una especialidad denominada histologia, la misma que
estudia estructuras microscopicas de tejidos, células y organulos celulares para detallar su

morfologia y descubrir la posible funcion.

Desde que el microscopio 6ptico fue perfeccionado en Alemania a finales del siglo X1X, no lograba
satisfacer totalmente las expectativas de los investigadores en histologia, puesto que no se

alcanzaba a diferenciar las estructuras de los tejidos 2.

Por esta razon, se encontrd en la necesidad incrementar el contraste utilizando la sensibilidad del
0jo humano a las distintas coloraciones, comenzando por técnicas de tincion de células y organulos
celulares, sin dejar de lado la busqueda de tinciones especificas, que no alterara la estructura de

los tejidos 12,

Van Leeuwenhoek utilizo una coloracién en 1714 para tefiir un tejido de animal en el cual empleo
una solucién de azafran en vino facilitando la observacién de las fibras musculares estriadas y en

1781 Fontana agreg6 soluciones fusionadas de acido basicas resaltando ntcleo y nucléolo 2.

Con el pasar del tiempo se introducen colorantes como carmin en 1849 por Goppert y Cohn y

hematoxilina en 1863 por Waldeyer. En el siglo XIX se implementa el incremento del uso de los



colorantes en las industrias textiles para su expansion mundial, permitiendo la utilizacion de los

mismos en cortes histologicos logrando un avance histotecnologico 2.

Origen de los colorantes

Los colorantes se pueden dividir en naturales y artificiales segun su origen. La mayoria de las
tinciones utilizadas en histologia son artificiales. Los pigmentos naturales se derivan de extractos
de plantas y animales. Generalmente, tienen una historia de cientos de afios y han sido utilizados

por humanos para diversos propdsitos. .

Ahora, considerando que el proposito de la tincion de tejidos es aumentar el contraste de su
estructura se identifica agregando compuestos coloreados que son selectivos para ciertas areas.
Cabe sefialar que no todos los de origen natural tienen las propiedades requeridas, como la
estabilidad a la luz y la temperatura, pero son diferentes de muchos colorantes sintéticos porque

no son toxicos ni cancerigenos sobre los humanos *°.

Entre los colorantes naturales mas empleados se encuentra la hematoxilina, que deriva del tallo del
palo de Campeche (Haematoxylon campechianum), original de la provincia mexicana y ahora
también cultivado en América Central y del Sur; el carmin, que se obtiene del cuerpo seco de la
hembra de la cochinilla (Dactylopius coccus), originario de México y las regiones andinas, aunque
ahora también existen explotaciones en las Islas Canarias; el azafran, obtenido de los estambres de
Croccus sativus y de gran importancia comercial en Espafa e Iran; y, la orceina, extraida tras la

hidrélisis alcalina de ciertos liquenes, aunque en la actualidad se puede preparar sintéticamente®’.

La base de coloracion radica en la afinidad que tienen ciertos tejidos por una determinada
sustancia, en este caso el colorante. Suele utilizarse para tefiir células y componentes tisulares que
se van a observar al microscopio optico, por lo que suele comprobarse en cortes de tejido, que se

obtienen a partir de inclusiones en parafina o en criostatos *.

Sirviendo de esa manera al estudio microscopico de las estructuras de tejidos e identificar
anormalidades por medio de tinciones convencionales y especiales que brindan informacion al

médico tratante sobre la patologia a descubrirse .

Los colorantes son componentes principales de las tinciones ya que poseen tres elementos

importantes: un anillo aromatico de benceno con dos tipos de radicales, un cromoéforo que aporta



el color y un auxocromo que ayuda a unir a elementos del tejido, llamando a la union de estos
cromdgeno *. Un compuesto quimico es coloreado porque sus moléculas absorben gran cantidad

de radiacion electromagnética en la parte visible del espectro ’.

Para el estudio de los tejidos, los anatomo patdlogos y los Histotecndlogos han utilizado técnicas
de tincidn especiales para diagnosticar alteraciones ocasionadas por agentes externos o internos
que provocan lesiones o neoplasias. A pesar de que la Hematoxilina — Eosina ha sido utilizada
comunmente presenta limitaciones en su nitidez y contraste frente a la visualizacion de
caracteristicas patoldgicas en el tejido, sin embargo, las tinciones especiales permiten identificar
estructuras especificas en los tejidos, agentes infecciosos, dafios a nivel del tejido conectivo,

muscular, neuronal, entre otros 2.

Para analizar estas muestras son necesarias las biopsias que generalmente sirven para diagnosticar
cancer; sin embargo, se pueden encontrar otros problemas como infecciones o desordenes
autoinmunes. No siempre la extraccion de un tejido se realiza mediante aguja, sino también por
medio de intervencion quirdrgica para extraer un nodulo o bulto. Las mismas son llevadas al
personal de patologia, quienes se encargan de estudiar las caracteristicas presentes en los tejidos,

mediante tinciones que permiten evaluar y diagnosticar los problemas presentes.

Los avances cientificos se han ido desarrollando por lo que es necesario tener conocimiento sobre
estas tinciones, por esa razon, este proyecto pretende recopilar informacién sobre el uso de

tinciones especiales para el diagnéstico de patologias en tejido humano.

En Ecuador es importante que el personal anatomo-patdlogo y los Histotecndlogos conozcan y
apliquen el uso de tinciones especiales para el diagndstico histopatolégico, de no utilizarse en

forma correcta el resultado sera erréneo.

El capitulo I correspondera a la introduccion, marco tedrico sobre el tema de la investigacion que
incluyen los antecedentes del estudio, la fundamentacion tedrica y las definiciones conceptuales,
lo cual permitira comprender la aplicacion de las tinciones especiales, enfocando su uso y
procedimiento a seguir para la visualizacion de estructuras patoldgicas, seguido por la

problematica en contexto y sus objetivos a seguir para su desarrollo.



En el capitulo Il describe la metodologia utilizada en este campo de estudio, basandose en el tipo
se investigacion y la recopilacién de la informacion sobe las diferentes tinciones especiales y su

uso, de acuerdo a las variables que buscan especificar el tema en mencion.

En el capitulo 11l se encuentra constituido por el desarrollo en el que se refleja los resultados

obtenidos de la investigacion, incluyendo las conclusiones referentes a los objetivos establecidos.

Métodos tricrémicos

Se denomina métodos tricromicos al uso de tres colorantes que permiten la identificacion de las
estructuras por medio de distintos colores. Se utilizan principalmente para resaltar las fibras de
soporte o distinguir el tejido conectivo de las fibras musculares, el coldgeno y las fibras reticulares

en base a coloraciones acidas 7%,
Para fibras colagenas se utilizan las siguientes coloraciones:

— Tricrémico de Masson
— Picro-fucsina de VVan Gieson

—  Tricrémico de Gomori

Para sustancia amiloide se presenta la coloracion de rojo Congo

Meétodo tricromico de Masson

Se emplea para diferenciar el tejido conjuntivo del tejido muscular, cabe resaltar que también se
puede utilizar para demostrar presencia de fibrina de una manera satisfactoria, aunque se puede

tefiir los depdsitos antiguos como colageno (azul) %% 710

El resultado de las coloraciones se presenta a continuacién: los nlcleos se colorean de color negro
o azul, el citoplasma, eritrocitos y tejido muscular de color rojo y el colageno de azul ®. Su

procedimiento se encuentra en el (anexo 1)
Método tricromico de Gomori

A menudo su uso es aplicado para el tejido conjuntivo y muscular, donde las fibras de colageno se
tifien de verde o azul y de color rojo las fibras musculares; mencionando también que sirve para

tefiir citoplasma de rojo y fibrina.



Se debe tener en cuenta que para identificar la presencia de fibras reticulares mediante técnicas de
coloracion no son confiables ya que estas no llegan a fibras finas, ademas, de que no se puede
diferenciar con el colageno, mientras que el método de impregnacion de metales garantiza un

contraste que permite identificar las fibras mas finas, dando asi una mayor confiabilidad °.

La utilizacion de este método reflejara en sus resultados una coloracion negra demostrando su

afinidad por lo expuesto anteriormente™”® (anexo 2).

Picro fucsina de Van Gieson

Esta coloracion tricromica esta constituida por hematoxilina férrica; es decir, por una coloracién
nuclear; por amarillo de metanilo o acido picrico que colorea el citoplasma por su caracteristica
acidofila y fucsina acida que es selectiva para colageno por su propiedad acida 1°. Se caracteriza
por tefiir fibras de colageno inmaduras de un naranja palido y las maduras de color rojo intenso al

igual que el osteoide que se encuentra en la matriz 6sea sin mineralizar %11,

Las fibras elasticas incluyen arterias y venas las mismas que con la ayuda de la tincion Van Gieson
demostrara dafios en los mismos, incluyendo atrofia en el tejido elastico en enfisema,
adelgazamiento o pérdida en arterioesclerosis, y cambios relacionados con la edad como

reduplicacion, roturas y hendiduras que conducen a arrugas en la piel °.

El colageno se tifie de rojo y de amarillo otros tejidos®, como se muestra en el (anexo 3) con su

respectivo procedimiento.

Coloraciones para sustancia amiloidea

El amiloide es una sustancia proteica no natural del organismo por lo que su presencia en el mismo
se considera patoldgica, esta sustancia se deposita diferentes tejidos y o6rganos del cuerpo
ocasionando atrofia y necrosis de los mismos. La enfermedad se denomina amiloidosis y se

encuentra en mayor frecuencia en: higado, piel, ganglios linfaticos, rifiones, bazo y pancreas 2°,

Las proteinas fibrilares se encuentran descritas por varias cadenas siendo las mas frecuentemente

la cadena AL y la cadena AA 112,



e Cadena AL (amiloide ligera), producidas por las células plasmaticas secretoras de
anticuerpos, ciertos tipos de neoplasia derivados de linfocitos B transformados se

encuentran relacionados con el depdsito de la sustancia amiloide 2.

e Cadena AA, denominada amiloidosis secundaria o reactiva, su precursor es la proteina

SAA que es producida por el higado en condiciones patologicas 2.

Rojo Congo para amiloidosis

Es un colorante diazoico tetrazoado, introducido desde 1982, utilizado como colorante de algodon

en el area textil, el mismo que ha sufrido modificaciones con el transcurso del tiempo 12,

Hoy en dia se considera especifico para la sustancia amiloidea; sin embargo, tifie el colageno y las
fibras elasticas de forma variable!2. Posee caracteristicas de birrefringencia y dicroismo
especificos. Al ser positivo se visualizard una birrefringencia verde manzana. El dicroismo, se
caracteriza por presentar un viraje de color al ser visualizado bajo un rayo de luz a determinada
onda, por esta razon, la decoloracion del rojo cuando se observa el tejido con el rayo de luz

polarizadal*13-15,

El método de rojo Congo alcalino de Puchtler (1962)° es recomendado por la falta de un paso lo
que permite al histopatélogo una ventaja de acuerdo al tiempo, su procedimiento se entra descrito

en el (anexo 4)

Reaccidén del permanganato de potasio en el diagnéstico de la amiloidosis

Se fundamenta en la desnaturalizacidn que provoca la accidn del permanganato potasico sobre la
cadena AA de amiloide, ya que por razones desconocidas no ocurre en la cadena AL en el cual se
colorea de rosa o rojo con persistencia del fendmeno de birrefringencia a la luz polarizada mientras

que la cadena AA no se colorea 1 tal como se muestra en el (anexo 5).

Métodos para demostrar pigmentos

La presencia de pigmentos suele ser normales, aunque también se encuentra en condiciones

patoldgicas. Se clasifican en dos grupos2’:14

- Al fijar el tejido se presentan artefactos, comunmente precipitados por causa del
formaldehido 127,



- Los pigmentos enddgenos estan presentes dentro de las células, como la hemoglobina, la

melanina y lipofuscina2’.
Se utilizan coloraciones como:

- Meétodo de Perls

- Método de Fontana-Masson

Impregnacion Argéntica

La impregnacion argéntica utiliza sales metalicas, como nitrato de plata, para ocasionar
precipitados en las estructuras de los tejidos que se van a observar. El término de argentafinidad,
se caracteriza por la propiedad de los tejidos al reducir el nitrato de plata sin la utilidad de agentes
reductores externos, mientras que, la argirofilia necesita agentes reductores externos, como formol

0 hidroquinona, para sus precipitados 12,

Fontana de Masson

La coloraciéon Fontana de Masson fue introducida en 1946. Permite identificar la melanina y
diagnosticar tumores malignos como: melanomas, feocromocitomas (neoplasia que se presenta en
la glandula suprarrenal) y tumores carcinoides'>'®. Su principio se basa en dos reacciones de
reduccion, la primera a causa del amoniaco que reduce al nitrato de plata y el segundo en el tejido

al precipitarse la plata metalica sobre el mismo2916,

La melanina es un pigmento granuloso, amarillo, pardo o negro encontrado en la piel, pelo,
coroides y el iris de ojo, incluyendo las meninges y la substancia negra del cerebro. La aparicién
de este pigmento es causada por los melanocitos, que son células que ayudan en la sintesis de la
melanina y tienen como funcion proteger a la piel de los rayos ultravioleta®%1®, La melanina es
capaz de reducir el nitrato de plata por si sola el cual da precipitados de plata metalica,

caracterizando asi el principio del Método de Fontana Masson'?,

La coloracion Fontana de Masson y la murcicarmin de Mayer son Utiles para la identificacion de
melanina en la pared fungica y mucopolisacaridos capsulares, principalmente para hongos

dematiaceos y Cryptococcus spp *'.



Técnica Fontana de Masson por argentafinidad

Su realizacion se basa en la impregnacion argéntica realizada en dos tiempos donde el amoniaco
realiza su primera reduccion de nitrato de plata a oxido diamino argéntico y el tejido en la segunda
realizando una precipitacién de plata metalica sobre granulaciones proporcionadas de capacidad

reductoral?°.

Para su respectiva incubacién con plata amoniacal en el tejido conlleva un tiempo de 24 horas en
la oscuridad para evitarse precipitados causados por la luz solar. Para la realizacion de esta técnica
se necesita preparar los reactivos, como la solucion de plata que se lleva hasta un punto medio

entre precipitar o no, ocasionando un aspecto nuboso 1.

La melanina presentara un color negro y el procedimiento adecuado para la obtencion de este

resultado se encuentra en el (anexo 6)
Demostracion de hemosiderina y hierro

El hierro que se encuentran en los tejidos no se puede demostrar con técnicas tradicionales porque
el hierro se encuentra fuertemente unido a un complejo proteico como es la hemoglobina y
mioglobina, al tratarse con perdxido de hidrogeno el hierro empieza a liberarse, en el que se logra
demostrar con la reaccion de azul Prusia de Perls, por lo que esta técnica permite identificar al

hierro en su forma ionica, en sales ferrosas y férricas °.

Se utiliza en cortes histologicos, pero también en frotis de sangre y de medula 6sea, comunmente
se encuentran cantidades menos de &cido férrico en el bazo y la medula dsea. Al presenciar una
mayor cantidad de hierro es indicativo de hemosiderosis y hemocromatosis, pero su disminucién

es caracteristico de anemia por la deficiencia del mismo °.

Al visualizar los cortes histologicos en el microscopio siguiendo su respectivo procedimiento

(anexo 7) el hierro se colorea de azul mientras que sus nicleos de rojo®.

Meétodos para demostrar microorganismos
Los microorganismos de importancia medica son los siguientes!?:

- Bacterias: organismos unicelulares cuya talla varia entre 0.2 y 5 micrometros’.



- Hongos: Existe una gran variedad y se clasifican por su forma. Como son hongos
dematiaceos y Cryptococcus spp 8.

- Virus: organismos diminutos, la mayoria son visibles s6lo mediante el microscopio
electronico’.

- Protozoarios: mismos que parecen poseer estructuras muy simples, pero tienen

funcionalidad muy compleja’.
Se utilizan tinciones como:

- Ziehl-Neelsen

- Grocott

Ziehl Neelsen (BAAR)

Esta tincion es usada para demostrar la presencia de bacterias alcohol &cido resistente,
generalmente se lo realiza en muestras de esputo, pero también se lo hace en muestras de diferentes
tejidos, se considera importante para el diagnostico de tuberculosis pulmonar y la lepra producidas

por las bacterias acido alcoholes resistentes®8.

Se les denomina bacilos alcohol acido resistentes, por las caracteristicas de su pared celular, es
decir, por la presencia de lipidos en sus estructuras, las mismas que tienen capacidad de resistir a
la decoloracidn de alcohol acido después de ser tefiidos con colorante basicos, visualizados en las
muestras de tejidos de color rojo y de color azul a las bacterias no alcohol acido resistentes, que

son incapaces de resistir la decoloracion2,

Existe una infeccion bacteriana crénica por causa de Mycobacterium tuberculosis se puede
localizar en los pulmones, pero esto no descarta que también puede afectar a otros 6rganos del
cuerpo humano, los tejidos que presentan tuberculosis tienen una caracteristica peculiar que son la

formacion de granulomas®2,

Las micobacterias son dificiles de tefiir porque contienen una mayor cantidad de lipidos, por esta

razon no permite la accion de los colorantes bésicos o rutinarios en los tejidos!?°18,

El mordiente quimico es la fucsina el cual es un colorante basico asociado con el &cido fenico y
junto con el calor permite la retencion del colorante en las bacterias para que no sufran

decoloracion con los agentes quimicos, como el alcohol acido, el azul de metileno se usa para



contraste, el mismo que se caracteriza por ser un contra colorante, tefiira el resto de la muestra.
1,2,9,18

Existen algunas micobacterias que no son acido alcohol resistente ya que bacterias y organismos
tienen diferentes grados de acido alcohol resistentes como: Cryptosporidium, Legionella, entre

otros 1820,

Para sus resultados las bacterias alcohol acido resistentes tomaran su color rojo brillante mientras
el fondo se visualizara de azul, para obtener esto se realiza el procedimiento (anexo 8) en el cual
incluye alcohol acido al 1%, solucion de carbol-fucsina de Ziehl-Neelsen y solucion de azul de

metileno 1218,

Tincién de Grocott

Es conocida por su mayor sensibilidad al demostrar la presencia de organismos mic6ticos en
sospechas patoldgicas, se aplica en aspirados bronquiales, esputos inducidos o biopsias
pulmonares usados para identificar hongos de tipo Pneumocystis carinii u otros tipos de hongos
que son oportunistas como aspergillus que pueden provocar una neumonia, se manifiestan por una

coloracion marron a negro en el tejido!2918,

Los principales reactivos son el Nitrato plata-metenamina de Gomori y el acido crémico que son
usados en la tincion de Grocott, siendo el colorante el nitrato de plata, el que presenta un color

negro mate o brillante a las estructuras fungicas 2.

El &cido crémico actla como agente fijador y oxidante, el mismo que es usado en la tincién de
Grocott produciendo una oxidacion de los grupos hidroxilos a aldehidos iniciando de componentes

mucopolisacaridos de la pared celular de los hongos 8.

Después de la aplicacion del acido cromico en el tejido correspondiente, se emplea la solucién de
nitrato-plata, dando como resultado la reaccion de los aldehidos mezclado con nitrato de plata

produciendo una coloracion negra, perteneciente a la reaccion de argentafin 6,

El uso de un colorante de contraste de color verde claro, hace que los elementos fungicos tomen
una coloracion negra con margenes afilados y su centro aclarado, visualizandose de color verde

claro el tejido (anexo 9)*1°,
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Meétodos de tinciones para diferentes carbohidratos
Tincion de PAS (Acido Peryddico de Schiff)

Conocida por sus siglas PAS, utiliza dos reactivos, el &cido peryddico y el reactivo de Schiff,
considerandose una tincién especial, por demostrar la presencia de carbohidratos como mucina
especialmente la neutra (utilizadas en glandulas intestinales, endocervicales y bronquiales),
glucdgeno, microorganismos micoéticos (criptococos, blastomicosis, histoplasma, etc), parasitarios
y para delimitar la membrana basal en la piel y en otros tejidos, logrando el diagnostico de lupus
eritematoso y otras enfermedades, en la membrana basal la intensidad de su coloracion es

proporcional al contenido de los carbohidratos 21821,

Puede ayudar a diagnosticar tumores por medio de la identificacién de mucinas o glucégeno
permitiendo su diferenciacion, evaluando el espesor de la membrana basal, al encontrarse
incrementado es indicativo de una patologia, en especial de los capilares glomerulares del rifidn.
Se le considera sensible para la identificacion de hongos, porque sus paredes se encuentran
contenidas de polisacaridos en las que se identifican: Candida albicans, Histoplasma capsulatum,

Cryptococcus y Blastomyces 118,

Los componentes de tejidos y células que son reactivos para PAS son: almidon de glucdgeno,
mucina (sialomucina, mucina neutra), membranas basales, a-antitripsina, reticulina, hongos
(capsulas), granulos de zimogeno pancreatico, coloide tiroideo, corpora amylacea y cuerpos de

Russel| 92224,

La utilizacion de los reactivos (anexo 10) da como resultado una cloracién magenta (rojo a

purpura) para glucégeno, hongos y membranas basales.

Técnica de Azul Alcian

Esta coloracién tiene afinidad por los grupos basicos permitiendo determinar Mucopolisacaridos
acidos a un nivel de pH acido, utilizando entre 2,4 — 2,6 se colorea la sialomucina, pero también
grupos carboxilicos de acidos urdnicos, en caso de que el pH sea de 1, predominara los grupos
sulfatos como los proteoglicanos o las mucinas como por ejemplo, mucinas de células caliciformes
del intestino grueso, mucinas de las glandulas serosas bronquiales, salivales y préstata, y por

altimo el cartilago considerado un proteoglicano®®2L,
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Al seguir disminuyendo el valor de pH como puede ser de 0,5 este alcanzara una tonalidad mas
fuerte Unicamente para los mucopolisacaridos &cidos sulfatados, volviéndose selectiva y

permitiendo que las mucosas gastricas y glandulas de Brunner sean no reactivas frente a esta
coloracion®2°

Es recomendable usar esta tincién en adenocarcinoma mucinoso de ovario, célula mesotelial
pleural (contiene acido hialurénico), mixomas (tumores secretores de mucina) y en lesién de lupus

eritematoso discoide y materiales mucinosos en mixedema?.
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CAPITULO Il.

METODOLOGIA
Tipo de investigacion

En el presente proyecto investigativo se realizd bajo un estudio de nivel descriptivo, donde se
obtiene informacidn relacionada con la tematica, razén que se hizo una busqueda exhaustiva donde
se seleccionaron y analizaron fuentes bibliograficas las cuales mostraron caracteristicas
sobresalientes sobre tinciones especiales en tejidos patolégicos, este estudio se limitd a recopilar

informacion sobre fundamentos y procedimientos utilizados.

De disefio documental — bibliogréfica, tomando en cuenta estudios actualizados mediante articulos,

revistas cientificas e incluso libros, los cuales permitiran sostener la valoracion de la investigacion.

De cohorte transversal porque se realizd en un solo bloque de resultados en un periodo
determinado. Es retrospectivo, ya que las bases de informacion son tomadas en un espacio de
tiempo de hasta diez afios, tiempo comprendido entre 2010 - 2021; es decir, que parte de hechos
ya estudiados, sin embargo, hay informacién que no se encuentra en el limite del tiempo

establecido en los criterios de inclusion, debido a la importancia de su contenido.
Poblacion

La poblacién de estudio quedd conformada por 80 bibliografias en los que abarca informacién en
base al tema de técnicas de tinciones especiales para el estudio de patologias en tejidos humanos,
encontradas en libros, repositorios y en bases cientificas como Scielo, Scopus, Redalyc, Dialnet,
Medigraphic, Elsevier, NCBI y ProQuest comprendido entre 2010 — 2021

Muestra

En el proyecto de investigacion estan incluidas 53 bibliografias totales, en las cuales se incluyen
libros (15), repositorios (13), Scielo (12), Dialnet (1), Manuales (2), Gale (1), Medigraphic (2),
NCBI (1), Redalyc (1), Elsevier (2), ProQuest (3), tomando en cuenta los criterios de inclusion y
la importancia del contenido. Se aplica criterios de seleccidn descritos a continuacion, los mismos

que ayudan a tener un enfoque mas claro y preciso.
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La muestra utilizada es de 32 fuentes bibliograficas de tipo no probabilistico, en el que se encuentra
informacion relacionada al tema, en diferentes idiomas como inglés y espafiol, con contenido
relevante para el desarrollo del capitulo Il presente en esta investigacion, las mismas que son
comprendidas en Repositorios (9), Scielo (10), Libros (8), ProQuest (1), Elselvier (1), Redalyc (1),
Medigraphic (1) y NCBI (1), no se pudo obtener mas informacion relaciona al tema razon por lo
que no se abarco mas fuentes bibliograficas para la investigacion, teniendo en cuenta que no

cumplian con los criterios de inclusion.
Criterios de inclusion y exclusion
Inclusion: Se emplea criterios de inclusién como:

Fechas de publicacién comprendidos desde el 2010 hasta el 2021
Articulos con contenido de tinciones especiales

Utilizacidn de tinciones especiales en tejidos humanos

Libros que indiguen fundamentos de tinciones especiales

Insertos que ayuden en el procedimiento

AN NN N NN

Repositorios acerca de tinciones especiales
Exclusion: Los criterios de exclusion comprenden:

Tinciones rutinarias
Células
Tejido animal

Paginas webs no confiables

AN NN N

Fechas de publicacién mas de 10 afos.

Método de Estudio
En la presente investigacion se aplica el método tedrico, el mismo que se realizara un analisis y

sintesis de la informacion sobre técnicas especiales en tejido humano.
Técnicas y Procedimientos

Las técnicas y procedimientos que se utilizaron fue la obtencién de la informacion a través de la

indagacion de revistas como Scielo, Scopus, Redalyc, Dialnet, Medigraphic, Elsevier, NCBI,
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ProQuest, repositorios y manuales, en las cuales se revisa y analiza cada uno de los contenidos

para su correspondiente analisis y sintesis sobre el tema involucrado en la investigacion.
Procesamiento estadistico

La investigacidn tiene caracter cualitativo razon por la que se recopila informacién referente al
tema de tinciones especiales, acumulando informacion de manera bibliografica — descriptiva para

ser analizada y argumentada.
Consideraciones éticas

No existen conflictos bioéticos porque la muestra no es de origen bioldgico, por lo que se respeta
las normas éticas de investigacion cientifica. Los resultados cientificos fueron empleados con fines

no maleficentes.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA
BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

.

Recopilar informacién sobre el uso de
tinciones especiales para el diagnostico
de patologias en tejido humano.

¢Cuales son las tinciones utilizadas
para diagnosticar patologias?

|

Identificacion de conceptos

(tinciones  especiales,
histoquimica, procedimiento)

patologia,

Busqueda de fuentes de informacién

|

Eleccion del idioma

Espafiol, ingles

Base de datos cientificas:

Scielo, Elsevier, Google académico,
Scopus, Pubmed, Medigraphic, libros,
Repositorios, Manuales y ProQuest

REVISADAS: 80

Scielo (24) Libros (17) Repositorios
(16) Dialnet (4) Manual (4)
Medigraphic (4) Redalyc (2) Elselvier
(2) Gale (1) NCBI (1) ProQuest (5)

Y

Cumple con los criterios de
inclusion: 53

Informacion util para el desarrollo del
proyecto de los ultimos 10 afios, aunque
es escasa la informacion se tomo por su
contenido relevante.

Aplicar criterios de inclusion 'y
exclusion para la seleccion de articulos
y libros

Articulos seleccionados :53

Libros (15) Repositorios (13) Scielo
(12) Dialnet (1) Manuales (2) Gale (1)
Medigraphic (2) NCBI (1) Redalyc (1)
Elsevier (2) ProQuest (3)

No cumple con los criterios de
inclusion 27

No tienen respaldo cientifico, sin
contribucion de acuerdo al tema,
informacion incompleta, acceso
mediante pago

'

Anadlisis, parafraseo de la informacion y
cita con normas Vancouver: 53 articulos

Articulos excluidos: 27

Libros (2) Repositorios (3) Scielo (12)
Dialnet (3) Manuales (2) Medigraphic
(2) Redalyc (1) ProQuest (2)

v

Descartar articulos: 27
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CAPITULO IlII.

DESARROLLO

Con la obtencion de las 32 fuentes bibliograficas se recopila informacion de tinciones especiales
que son aplicadas para demostrar la presencia de estructuras patoldgicas en el tejido humano, como

se exponen a continuacion.

Tabla 1. Tincion y presencia de amiloides

Tincién que se utiliza Presencia de estructura amiloide en el
tejido
PAS Positivo

Van Gieson Variable
Tricromico de Masson Azul o verde

Rojo Congo Birrefrigencia verde

Hematoxilina eosina Acumulo amorfo rosado

Cristal violeta al 0,1% Rojo purpura

Tioflavina T Fluorescencia verde-amarillenta

La tabla 1, muestra las diferentes tinciones que han sido utilizadas por los histopat6logos para
diferenciar bajo un microscopio la estructura amiloide, sustancia proteica que llega a producir
necrosis y atrofia de los tejidos y distintos 6rganos, cada uno de ellos ha sido cuestionado por su
gran utilidad como es en el caso de Drury y Wallington 2°2° se refiere al amiloide como eosindfilos,
dando como resultado PAS positivo pero, variable con Van Gieson y azul o verde con un tipo de
tricromico de Masson, para esta Ultima tincién Wolman se encuentra en desacuerdo pues menciona
que el amiloide no se tifie con tricromico, es decir, azul o verde, como lo hace el colageno. La

clave es que el amiloide es una sustancia variable y la tincion puede ser variable, ademas, el
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amiloide puede tefiirse 0 no con un método especifico, y no tefiir no significa que un material

especifico definitivamente no sea amiloide 2°2°,

Cabe sefialar que el método del rojo Congo de Benhold se caracteriza porque durante el proceso
de tefiido, el amiloide observado bajo luz polarizada es de rosa a rojo y verde manzana a diferencia
del cristal violeta de Lieb, el amiloide serd de color violeta o purpura, realizando asi la

confirmacién efectiva de amiloide 19252,

En la investigacion realizada por Diaz et al?’, titulada “Amiloidosis oral nodular” menciona que el
colorante mas utilizado es el rojo Congo, aunque existen otras técnicas histoquimicas menos
utilizadas que pueden distinguir el amiloide de otras sustancias (como el violeta cristal o el violeta
de metilo). Sin embargo, el estudio de “Puncion biopsia de rifién. Indicaciones y resultados”?® se
basa en una investigacion en el Hospital Rawson sobre biopsias de rifién de diferentes pacientes,
en las que se incluye hipertension, diabetes, sindrome nefrético y lupus concluyendo que la biopsia
renal es un procedimiento diario que al utilizarse correctamente llega ser dtil, y en algunos
pacientes puede mostrar afecciones renales, mientras que en otros puede diagnosticar enfermedad
renal. Se utiliza Hematoxilina de Harris para la investigacion en general, siendo el objetivo
principal la tincién de Cristal violeta al 0.1 % para tefiir el amiloide (que se tifie en purpura sobre
un fondo azul), donde el diagnéstico se muestra correcto y la especificidad de la tincion se

encuentra un papel decisivo en la determinacion de los hallazgos clinicos 25272829,

Torcatt y Valasquez?® en su “Estudio comparativo de métodos de Benhold y Lieb mediante
investigacion documentada para la demostracion de amiloide en Histotecnologia” concluyen que
Rogo Congo de Benhold y Cristal de violeta de Lieb son métodos de mayor especificidad para
mostrar depdsitos de amiloide en tejidos, por lo que los Histotecndlogos lo utilizan, pero al
presentarse una acumulacion de amiloide muy pequefia, ya no se observa birrefringencia con la
tincion de rojo Congo, por lo que se llega a utilizar la tincién de Cristal de violeta para la proteina

eficazmentg?>28:30.31

En el libro Brancft’s Theory and practice of histological Techniques® por Suvarna S et al® indica
que el rojo Congo a pesar de ser caracteristico para amiloide también se puede identificar fibras
densas de colageno por lo que puede dar falsos positivos al estar fijado con formalina pero, al

momento de utilizar un metodo alcalino de rojo Congo permite su reduccion (método de Puchtler)
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sin embargo, Romhanyi a pesar de utilizar rojo Congo acuoso al 1%° y montadas con goma aréabiga
afirmé que se solucionaria el problema entonces Bely y colaboradores en el 2006 adecuaron el
método de Romhanyi en el paso de desparafinizacion en el cual se hace por 5 dias y la incubacion
del colorante en un tiempo mas prolongado teniendo como resultado una alta afinidad por el
amiloide considerandose altamente sensible °. Pero en un estudio realizado por NEQUAS del
Reino Unido recomendando al método de Puchtler por su optimizacién de tiempo sefialando que
puede dar falsos positivos y negativos causados por diversos factores entre una de ellas, es el corte

muy delgado del tejido °.

Tabla 2. Tincién y presencia de melanina

Tincion que se utiliza Presencia de melanina en el tejido
Fontana de Masson Negro
Captacion de lon Férrico Cafe

En la tabla 2, se muestra las tinciones utilizadas para presentar la presencia de melanina, la cual
es el pigmento importante por dar el color de la piel y cabello en su normalidad, su diferencia
radica en varios puntos que se indican en el estudio realizado por Gonzalez y Ramirez 1 titulado
“Comparacion del método de captura del Io6n ferroso versus reaccion de Fontana- Masson para
demostrar la presencia de melanina en biopsias de piel del Hospital Carlos Van Buren de
Valparaiso” demuestra que la Captacion del 16n Ferroso, utiliza menor cantidad de materiales a
comparacién de la Fontana de Masson, al igual que el tiempo de realizacién y cuidado ya que con
la Captacion de 16n Ferroso es de 2 horas y 20 minutos, sin necesitar un cuidado especial al
momento de preparar los reactivos y Fontana de Masson 20 horas y 45 minutos por lo que no se
recurriria a su utilizacion en una emergencia, ademas, sus reactivos no pueden estar en contacto
con la luz, por los precipitados que se puede generar, presentando una dificultad en el

diagndstico®=2,

Cabe mencionar también que la técnica Fontana de Masson presenta mas pasos para su desempefio,
incluido el uso de colorante de contraste, de lo contrario solo se pueden observar particulas de

melanina y el tejido restante no, por otro lado, la Captacion de 16n Ferroso no requiere el uso de
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colorante de contraste, debido a que la solucion utilizada tiene un color de fondo celeste, lo que
permite una correcta valoracion del tejido observado, en el grado de intensidad Garcia®? indica de
igual manera que la tincién Fontana de Masson posee mayor intensidad para los granulos de

melanina coloreandolos de negro mientras que la captacion de 16n Ferroso son de color café 1632,

Sin embargo, gracias a la comparacién realizada se determina que para la identificacion de
melanina se usa Fontana Masson, en la que se valora la intensidad de su coloracion, pero también
puede dificultar su microscopia pues, se presentan precipitados que no correspondian a la

melaninal®.

Tabla 3. Tincién y presencia de microorganismos micéticos.

Tincion que se utiliza Presencia de microorganismos micoticos
Acido Peryddico de Schiff (PAS) Rojo a purpura
Grocott Delineados de color negro

En la tabla 3, se menciona el uso de las tinciones para el diagnéstico de hongos en tejidos humanos,
en el cual muestra su coloracidn con las diferentes técnicas mencionadas, en el trabajo de titulacion
presentado por Mestanza'® demuestra que con la tincion de PAS se puede lograr la identificacion
de microorganismos micéticos (histoplasmay candida) y la tincion de Grocott solamente identifica
la fase de los hongos (hifas, levaduras, esporas)®®; El origen para estos resultados fueron las
muestras para PAS en tejidos de tubos digestivos y para Grocott en tejidos de piel. Pero en un
estudio realizado por Kazuya et al®. Titulado “New Grocott Stain without Using Chromic Acid”
(Nueva tincion Grocott sin utilizar acido crémico)® indica que la reaccion de acido periddico-
Schiff (PAS), la tincion de Gridley y la tincion de Grocott representan técnicas histoquimicas
utilizadas para identificar hongos en secciones de tejido. Entre las tres técnicas, la tincion de
Grocott tiene mayor sensibilidad para la deteccion de hongos y otros microorganismos ricos en

polisacaridos en secciones de parafina preparadas convencionalmente 3.

Teran y Fernandez3* en su trabajo de “Estudio comparativo entre PAS Y Grocott (G.M.S) para la
micosis” menciona que PAS a mas de ser econdmica tiene una gran utilidad a la hora de detectar

micosis en las muestras histologicas, por su autenticidad y precision al momento de tefiir
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glucdgeno en la membrana basal de los vasos sanguineos, anexos, resaltando de igual manera otras
estructuras y células de la piel, permitiendo de esta forma la valoracion de la degeneracion
fibrinoide (de color rojo los depositos de fibrina logrando visualizar hongos y parasitos)®* Ademas,
se puede usar en el caso de crioglobulinemia para identificar la presencia de crioglobulina. A lo
contrario de la impregnacion de Grocott que es sensible para micosis, pero, no se puede visualizar
los elementos como fibras elasticas o mastocitos, la diferencia entre melanina y hemosiderina por

lo que requiere la utilizacion de reacciones especiales .

Guarner y Brand menciona en “Diagndstico histopatoldgico de las infecciones por hongos en el
siglo XXI” quée los microorganismos micoticos deben ser analizados primero por Hematoxilina
eosina Yy en caso de observarse infamacion en el tejido y una alta sospecha de hongos después de
la revision del mismo se utiliza tinciones de PAS y Grocott, ademas la tincion de mucicarmin o
Fontana-Masson ayudan a identificar Cryptococcus por la presencia de mucina y melanina, estos

son métodos alternativos que ayudan a la identificacion en el tejido>°.

Al estudio mencionado anteriormente Morales y Cardona *® concuerdan en el uso respectivo de
las tinciones de acuerdo a los microorganismos micoticos a diagnosticar, pero Gomez®” menciona

que PAS permite identificar de mejor manera las estructuras micoticas presentes .

Tabla 4. Tincion y presencia de Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR)

Tincion que se utiliza Presencia de estructura Bacilos Acido
Alcohol Resistentes (BAAR)
Ziehl-Neelsen Rojo brillante

En latabla 4, se refleja una tincion muy caracteristica para el diagndstico de Bacilos Acido Alcohol
Resistentes como: Micobacterium y Actino-mycetes. En estudios realizados por: Alba y
Orellano®®3® reflejan un criterio similar en este método, sefialando que es muy utilizado para
Mycobacterium tuberculosis por su especificidad y sensibilidad alta, ademas es rapida, de bajo
costo al no utilizar un microscopio de fluorescencia, a diferencia de la Auramina que a pesar de
dar un resultado més rapido entre 2 a 3 minutos, tiende a utilizar microscopio de fluorescencia por

ser una tincion de fluorocromos®38-40,
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En un estudio realizado por Bustamante et al** denominado “Deteccion de Bacilos Acido Alcohol
Resistentes en biopsias embebidas en parafina en casos de inflamacion Granulomatosa Crénica”
estudian a 30 pacientes de los cuales se seleccionan 57 bloques que se encuentran embebidos en
parafina con muestras de pleura, pulmon, ganglio linfatico, pericardio y I6bulo cerebral, en los
cuales se reflejan la respuesta inflamatoria granulomatosa que son caracteristicas de personas que
presentan tuberculosis, lepra y entre otras enfermedades infecciosas presentes en el mundo*. Se
presentd el 58%* de muestras de pleura con inflamacion necrosante, sefialan que es una
caracteristica clasica de un granuloma inmunitario causado por bacilos micobacterianos como
Mycobacterium tuberculosis*. El uso de tinciones de auramina/rodamina y Ziehl Neelsen no
muestra diferencias significativas, pues las dos tinciones decretaron BAAR pero, recomiendan la
tincion de fluorocromos cuando existan dudas en los cortes histologicos para Ziehl Neelsen pues

es una técnica costosa sin embargo, es rapida y facil*:4,

Existieron diferencias en los tejidos a la hora de aplicar las tinciones en las cuales se notaron su
resolucién y coloracion, como es el caso del tejido pleural del pulmonar, mostro una escasa
absorcion de fluorocromos y baja resolucion a lo contrario del pulmon, esto se da por la semi-
impermeabilidad de quimicos a causa de la composicion serosa de la pleura mientras que el pulmén
posee tejido parenquimatoso que permite su correcta absorcion. Estos autores ademas de indicar
el uso de las tinciones, no lo recomienda como confirmacion de diagndstico de infeccion por

BAAR del género Mycobacterium .

La tincion mas atil para demostrar bacilos tuberculosos, que son acido alcohol resistente de otros
microorganismos es Ziehl Neelsen el mismo que es caracteristico por su bajo costo, la rapidez y
facilidad de su técnica para el uso en cualquier laboratorio, es importante mencionar que permite

diferencias las bacterias en dos grupos que son las capaces de resistir decoloracion y las que no *°.

Tabla 5. Tincion y presencia de Carbohidratos y mucosustancias

Tincion que se utiliza Presencia de carbohidratos y mucosustancias
PAS Coloracién magenta
Azul Alcian Azul oscuro

En la tabla 5 muestra el uso de tinciones utilizadas en el diagnostico de carbohidratos y
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mucosustancias, esta Ultima se encuentra dentro de la clasificacion de los hidratos de carbono,
dividiendose en polisacaridos, proteoglicanos y lipoproteinas; se pueden hallar en neutras y
acidas®®. Crocker y Burnett 4" manifiesta que la tincion de PAS es (til porque demuestra una gran
variedad de sustancias, sin embargo, es méas utilizada para observar la presencia de glucogeno, el
mismo que sirve de reserva energética por ser un polisacarido encontrandose en el higado y en
mayor cantidad en los musculos, pero las mucosustancias se localizan en el tejido conectivo y
tejido glandular, estas contienen mucinas neutras y acidas; las mucinas son proteinas esenciales en
los componentes de secreciones mucosas y salivales. La primera se tifie con PAS de color magenta
mientras que la segunda se colorea con Azul Alcian presentandose un color azul intenso, Ross et
al *” en una microfotografia de la tincion de PAS de tejido renal indica que este método es utilizado
para ubicar los hidratos de carbono y demas sustancias con esta caracteristica, como las membranas
basales que son positivas observandose una coloracién magenta, esto se da porque los tubulos
renales estan limitados por estas membranas al igual que los capilares glomerulares y el epitelio

de la capsula de Bowman*-*°,

Bancroft et al > expresa que es una técnica mayormente Gtil para evidenciar glicoconjugados y
carbohidratos; mediante esta técnica se puede detectar glucégeno o mucinas que ayudan a
evidenciar tumores y el grosor de la membrana basal, como en el caso de capilares glomerulares
del rifién, su aumento puede ocurrir en ocasiones patoldgicas °°, por otra parte el Azul de Alcian
permite identificar los proteoglicanos y las mucinas acidas presentes en los tejidos, a un pH de 1
en las que predomina los grupos sulfatos, donde las células y tejidos se tifien como el cartilago,
mucinas de glandulas serosas bronquiales y mucinas de células calciformes del intestino grueso.
Permitiendo observar en el tracto gastrointestinal los adenocarcinomas®, teniendo en cuenta que

no son reactivas en mucinas neutras como glandulas de Brunner y la mucosa gastrica®L.

Algunas patologias relacionadas con el uso de Alcian blue estdn relacionadas con la
Mucopolisacaridosis, un error congénito asociado al metabolismo de las mucosustancias “6 donde
se encuentran depositado el material de dermatan sulfato, condroitin sulfato o heparan sulfato 2.
Estas patologias generan problemas en el déficit enzimatico, que se determina por el acumulo
lisosomal de glucosaminoglucanos (GAG), al ser macromoléculas estas ayudan de soporte
estructural a la matriz extracelular importantes en la comunicacién celular y regulacion de la

misma>3.
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Entre las principales se encuentran: Sindrome de Hurler depdsito de heparan sulfato y dermatan
sulfato, su mecanismo de herencia es autosémico recesivo, su clinica mas frecuente es opacidad
corneal, macroglosia, hepatoesplenomegalia, miocardiopatia, entre otras 3. Sindrome de Hunter
es un gen recesivo que se encuentra ligado al cromosoma X, afecta més a hombres que mujeres
porque se encuentra un solo patron de este gen®® y su almacenamiento y clinica es igual que la
anterior, sin embargo, la mucina se encuentra visible en lesiones maculopapulares®?. El Sindrome
de Sanfilippo solo contiene depoésitos de Heparan sulfato, es autosomico recesivo y puede
ocasionar retardo del neurodesarrollo, disfuncion motora entre otras®®. Estas enfermedades tienen
en comun el heparan sulfato, que puede llegar a ocasionar dafios a nivel neurolégico y a nivel

cardiaco como la miocardiopatia y la valvulopatia es causante el dermatan sulfato “°.

Monaco et al’* menciona que usar esta tincion es recomendable para patologias como:
adenocarcinoma mucinoso de ovario, célula mesotelial pleural (contiene acido hialuronico),
mixomas (tumores secretores de mucina) y en lesion de lupus eritematoso discoide y materiales

mucinosos en mixedema 2.
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CONCLUSION

De la informacion recopilada se puede concluir que las tinciones tienen sus diferentes usos y
aplicaciones para detectar a tiempo un sin nimero de estructuras y microorganismos que el cuerpo
humano va experimentando a medida que transcurre el tiempo, recordando las evoluciones de las

mismas y la aparicion de nuevas enfermedades debido a que no se utiliza barreras de proteccion.

El Histotecnodlogo para el diagnéstico de patologias en los tejidos utiliza tinciones especiales, es
decir, coloraciones que tienen afinidad por estructuras especificas permitiendo incrementar su uso
preferencial en el diagnostico oportuno, tomando en cuenta el tiempo de procesamiento y los
costos de cada uno de ellos, las observaciones microscopias mediante distintas técnicas en diversos
cortes histoldgicos se pueden encontrar estructuras como amiloides que se tifie con rojo Congo,
colagenas y fibrinales con métodos tricromicos, para pigmentacion con Perls y Fontana de Masson

y microorganismos con Grocott y Ziehl Neelsen y carbohidratos con PAS y Azul Alcian.

El uso de las tinciones para el estudio patoldgico son: Azul Alcian que tifie mucopolisacaridos
acidos de azul permitiendo su uso en el incremento de estas, Van Gieson tifie las fibras elasticas
de color negro azulado para identificar venas, arterias y elastofibroma, Fontana de Masson tifie de
negro a las mucinas, granulos argenta fines y cromafines para el uso de melanomas, tumores
neuroendocrinos, PAS con su coloracion roja se puede apreciar mucopolisacaridos, mucinas,
membranas basales y hongos permitiendo el diagndéstico de lupus eritematoso, sarcoma de Ewing,
tumores renales, enfermedades de glomérulos del rifién, Grocott para el uso de hongos que tifie de
negro en caracter infeccioso, Gomori para reticulina de color negro en caso de fibrosis en medula
Osea e higado, Tricromico de Masson tifie el colageno de color azul intenso, mucina de color verde
0 azul, queratina y musculo liso de rojo, Azul de Perls para hemocromatosis, hemosiderosis y
anemia por deficiencia de hierro. De las mencionadas anteriormente las mas frecuentes son, rojo

Congo, PAS, Groccot, Tricromica de Masson, Ziehl Neelsen.
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ANEXQOS



Anexo 1. Tricromico de Masson

Solucién de Bouin

Solucién de trabajo Hematoxilina férrica (Weigert)

Solucién A stock

Hematoxilina 19
Alcohol etilico 95% 100 mL
Solucion B stock

Cloruro férrico 29% 4q
Agua destilada 95 mL
Acido clorhidrico concentrado 100 mL
Es reusable por 2 semanas

Solucion Biebrich Escarlata-Fucsina Acida

Biebrich escarlata 1% acuosa 90 mL
Fucsina 4cida 1% acuosa 10 mL
Acido acético glacial 1mL
Solucion Fosfomolibdico-Acido fosfotingstico

Acido fosfomolibdico 59
Acido fosfottngstico 5¢

Agua destilada 200 mL
Solucion de verde luz al 2%

Verde luz SF amarillento 290
Acido acético glacial 1mL
Agua destilada 99 mL
Solucion alternativa de azul de anilina

Azul de anilina 2590
Acido acético glacial 2mL
Agua destilada 98 mL

Solucion diferenciadora: solucion acuosa de &cido acético glacial al 1%



Acido acético glacial 1mL

Agua destilada 99 mL

Procedimiento

N o a s~ wDd e

8.
9.

Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido e hidratar con agua destilada.

Colocar solucion de Hematoxilina férrica durante 10 minutos.

Con agua corriente lavar por 10 minutos y después con agua destilada.

Afadir solucion fucsina acida-Biebrich escarlata por 15 minutos.

Lavar con agua destilada.

Con la solucién Acido fosfomolibdico-fosfotlngstico tratar de 10 a 15 minutos

Colocar solucion azul anilina para contrastar por 5 a 10 minutos o solucion verde luz por 1
a 5 minutos.

Lavar en agua destilada.

Si se usa azul anilina, diferenciar con &cido acético 1 % por 3 a 5 minutos.

10. Si se usa verde claro, diferenciar con solucion de acido fosfotungstico 5% por 15 minutos.

11. Deshidratar y aclarar. Montar.

Resultados

Nucleos Azul-negruzco

Citoplasma, queratina, fibras musculares y eritrocitos | Rojo

Colageno y reticulina Azul o verde



Anexo 2. Método tricrémico de Gomori

Solucion de plata amoniacal

Para 10 mL de solucion de nitrato de plata al 10% y 2,0 a 2,5 mL de una solucion acuosa de
hidréxido de potasio al 10%, se afiade agua amoniacal al 26 al 28%, gota a gota, hasta que el
precipitado resultante desaparezca sin dificultad al agitar la solucion. Llevar la solucion con

agua destilada hasta dos veces su volumen. Se debe usar vidrio limpio de acido °.

Solucion de Permanganato de Potasio

Solucion de permanganato de Potasio 059
Agua destilada 100 mL
Solucién de Metabisulfito de Potasio

Metabisulfito de Potasio 29
Agua destilada 100 mL
Solucidn de sulfato de amonio férrico

Sulfato de amonio férrico 29
Agua destilada 100 mL
Solucion de formol

Solucion de formaldehido 20 mL
Agua destilada 80 mL
Solucién de Cloruro de Oro

Solucion stock de Cloruro de Oro ‘ 20 mL
Agua destilada ‘ 80 mL
Solucion de tiosulfito de sodio

Tiosulfito de sodio 290
Agua destilada 100 mL

Procedimiento

1. Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido e hidratar con agua destilada.

2. Colocar solucion acuosa de permanganato de potasio al 0,5% por | minuto.

3. Lavar en agua corriente por 2 minutos.

4. Afadir solucién acuosa de metabisulfito de potasio por | minuto, para diferenciar.
5

Lavar en agua corriente por 2 minutos.



9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Colocar solucion de sulfato de amonio férrico al 2% por un minuto, para sensibilizar.
Lavar con agua corriente por 2 minutos; seguido con 2 cambios de agua destilada por 30
segundos cada vez.

Impregnar en la solucidn de plata por un minuto.

Enjuagar en agua destilada por 20 segundos.

Colocar por 3 minutos en formol al 20%.

Lavar en agua corriente por 3 minutos.

Colocar en solucion de cloruro de oro al 0,2% por 10 minutos, para tonificar.

Usar vaso de Coplin.

Enjuagar en agua destilada.

Reducir la tonificacion en una solucion de metabisulfito de Potasio al 2% por 1minuto.
Fijar en solucion de tiosulfato de sodio al 2% por 1 minuto.

Lavar en agua corriente por 2 minutos.

Deshidratar y montar.

Resultados

Fibras reticulares Negro



Anexo 3. Método de Van Gieson

Hematoxilina férrica de Weigert

Solucion stock

Solucién 1

Hematoxilina cristalizada 1g
Etanol al 95% 100 mL
Solucion 2

Cloruro ferrico anhidro (FeCls) 159
FeCl36H20 2,48 g
Agua destilada 100 mL

Solucién de trabajo

Mezclar a partes iguales las soluciones 1y 2. Al ser mezcladas tomaran un color negroazulado
que rapidamente vira a pardo negruzco °.

Preparar en fresco y afiadir

Acido clorhidrico concentrado 1mL

Picro-fucsina de VVan Gieson:

Solucion 1

Fucsina acida 19
Agua destilada 100 mL
Solucion 2

Solucidn acuosa saturada de acido picrico

Solucion de trabajo

Solucion 1 10 mL
Solucion 2 90 mL

Si se deja actuar por unas semanas la solucion actia de una mejor manera al igual que recién

preparada, teniendo en cuenta que antes de su uso agregar 0,25 mL de &cido clorhidrico
concentrado °.

Procedimiento

1. Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido e hidratar con agua destilada.

2. Para colorear los nucleos afiadir hematoxilina férrica de Weigert durante 10 minutos.

3. Con agua corriente lavar durante 5 minutos



Enjuagar en agua destilada

. Afadir la solucion de trabajo de VVan Gieson para tefiir durante 30 segundos a 1 minuto

4

5

6. Secar con papel de filtro

7. Lavar rapidamente en etanol al 70%
8

Completar la deshidratacion con rapidez; aclarar y montar

Resultados
Nucleos Azul — Negruzco
Citoplasma Amarillo

Colagena Rojo intenso



Anexo 4. Congo de Putcher

Procedimiento técnico
Fijacion: Formol tamponado al 10%, alcohol absoluto o liquido de Carnoy.
Secciones en parafina o congelacion

Solucion de Hematoxilina de Harris
Solucion de rojo Congo

Solucion de almacenamiento:

Rojo Congo (C.I. 221 20) ‘ 1g
Cloruro sodico al 1% en alcohol de 80% ‘ 200 mL
Agitar hasta disolucion. Filtrar. Esta solucion es estable durante meses

Solucion de trabajo:

Solucién de almacenamiento de rojo Congo ‘ 100 mL
Hidréxido sodico al 1% ‘ 1mL

Modo de operar

Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido e hidratar con agua destilada.
. Aplicar Hematoxilina de Harris por 2 minutos

. Aclarar rapidamente con agua corriente

1

2

3

4. Lavar en la solucion salina en alcohol al 80%

5. Solucion de rojo Congo alcalino por 20 minutos
6

Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados

Nucleolos Azules
Amiloide Naranja rojizo
Fibras elasticas Naranja rojizo

En la observacion con luz polarizada, el resultado sera verde manzana brillante sobre fondo
0scuro.

Observaciones

No debe utilizarse material que haya sido fijado con agentes oxidantes pueden dar falsos

positivos



El rojo Congo en medio acido o neutro tifie también las fibras de colagena del tejido conjuntivo
originando falsos positivos. Se recomienda utilizar rojo Congo alcalino
La utilizacién de un agente de diferenciacion que contenga cloruro sodico a saturacion, potencia

la fijacion del colorante al amiloide, ocasionando una coloracion progresiva de gran selectividad



Anexo 5. Reaccidn de permanganato de potasio en el diagnostico de la amiloidosis

Procedimiento técnico

Fijacion: igual a la del rojo Congo convencional con diferencia de que el efecto de la prueba de
permanganato se amortigua de forma notable cuando el fijador contiene sublimado. Cortes en

parafina®.

Soluciones de permanganato potasico:

Solucidén acuosa de permanganato de potasico al 5% 50 mL
Solucidn acuosa de acido sulfurico al 0.3% 50 mL

Solucién acuosa de acido oxalico al 2%

Soluciones empleadas en el rojo Congo alcalino
Modo de operar
Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido e hidratar con agua destilada.

Colocar con la solucion de permanganato durante 2 a 3 minutos

1
2
3. Afadir acido oxalico para la decoloracion completa
4. Lavar en agua destilada

5

Realizar la técnica de rojo Congo alcalino

Resultados:
Amiloide de tipo AA Deja de colorearse con el rojo Congo
Amiloide de tipo AL Rosa 0 rojo con persistencia del fenémeno de

birrefringencia a la luz polarizada

Observaciones:

Simultaneamente a la prueba de permanganato debe desarrollarse una preparacion paralela sobre

la que se realiza una coloracion normal de rojo Congo para control de los resultados.



Anexo 6. Fontana de Masson por argentafinidad

Fijacion: Formalina al 10%

Soluciones:

Solucidn de nitrato de plata (Fontana)

Disolver
Nitrato de plata ‘ 59
Agua destilada ‘ 100mL

Afadir a 95 mL de esta solucion hidroxido amonico hasta obtener una solucién clara sin

precipitados. Luego afiadir gota a gota lo necesario de los restantes 5 mL de la solucién de nitrato

de plata hasta que la solucidn se vuelva ligeramente turbia®.

Antes de usar se deja reposar de 1 a 2 horas en la oscuridad.

Solucién de cloruro de oro

Cloruro de oro acuoso al 1% 10 mL
Agua destilada 40 mL
Solucidn de tiosulfato sédico al 5%

Tiosulfato sodico 5mL
Agua destilada 100 mL

Solucién rojo nuclear rapido (Kernechtrot)

Procedimiento

1.
2.

G N o g B~ W

Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido y rehidratar con agua destilada.

Incubar en solucién de nitrato de plata a 56°C durante 1 hora o bien de 24 a 48 horas a
temperatura ambiente, manteniéndolo en oscuridad. Los cortes deben ser de color marron
claro

Lavar en agua destilada

Colocar en solucion de cloruro de oro durante en 5 minutos

Lavar en agua destilada, tres veces.

Colocar en solucidn de tiosulfato sddico durante 5 minutos

Lavar en agua destilada

Contrastar con solucién de rojo nuclear rapido durante 5 minutos



9. Lavar con agua destilada dos veces

10. Deshidratar, aclarar y montar

Recomendaciones

Usar cortes de control

Emplear material de vidrio quimicamente limpio

Evitar el contacto con metales

Resultados

Sustancias reductoras de la plata, incluidos granulos | Negro
argentafinines y melanina

Nucleolos Rosa

Observaciones:

El procedimiento indicado anteriormente es inespecifico por los pigmentos como formol, hierro,
pigmento lipofucsinico y organulos argenta fines que pueden indicar positivo. Si bien es cierto su
utilidad es frecuente para demostrar la presencia de melanina, pero es recomendable utilizar otras
técnicas para confirmar el resultado®. Se puede utilizar el método de Warthin Starry a un pH 3.3
para demostrar la melanina; en embargo, la prueba mas crucial para la melanina es la reduccion de
nitrato de plata (0,1 M o 1.7%) en tampdn de acetato (0.1 M pH 4) en una hora 0 menos a

temperatura ambiente evitando la luz solar®.



Anexo 7. Método de Perls

Reaccion del azul de Prusia de Perls para el hierro férrico (Perls 1867)

Este método se considera la primera reaccion histoquimica clésica. El tratamiento con una
solucion de ferrocianuro acido resultara en el desenmascaramiento del hierro férrico en forma
de hidrdxido, Fe (OH)s, por el &cido clorhidrico diluido. EI hierro férrico luego reacciona con
una solucion diluida de ferrocianuro de potasio para producir un compuesto azul insoluble,
ferrocianuro férrico (azul de Prusia).
Fijacion
Evite el uso de fijadores acidos. Los cromatos también interferiran con la conservacion del
hierro.
Solucién de ferrocianuro
Ferrocianuro de potasio acuoso al 1% 20 ml
Acido clorhidrico acuoso al 2% 20 ml
Preferiblemente recién preparada justo antes de su uso.
Procedimiento
1. Lleve una seccion de prueba y control al agua.
2. Trate las secciones con la solucién de ferrocianuro acido recién preparada durante 10 a 30
minutos (consulte la Nota a continuacién).
3. Lavar bien con agua destilada.
4. Tefiir ligeramente los nucleos con rojo neutro acuoso al 0,5% o rojo nuclear rapido al 0,1%.
5. Lavar rapidamente con agua destilada.

6. Deshidratar, aclarar y montar en resina sintética.

Resultados

Hierro Férrico Azul
Nucleos Rojo
Nota

a. Dependiendo de la cantidad de hierro férrico presente, puede ser necesario variar los tiempos
de tincion.

b. Algunos laboratorios mantienen las dos soluciones madre preparadas por separado y
almacenadas en el refrigerador. Las dos soluciones no deben almacenarse durante periodos

prolongados; esta precaucion garantizara que las soluciones conserven su viabilidad.



c. Es esencial que se utilice un control positivo con todas las secciones de prueba. La eleccién
del material mas adecuado como muestra de control es importante. Un control util seria el tejido
pulmonar post mdrtem que contiene un nimero razonable de macréfagos positivos para hierro
(células de insuficiencia cardiaca). Los depositos de hierro recién formados se pueden disolver
en el &cido clorhidrico.



Anexo 8. Tincién de Ziehl Neelsen

Procedimiento técnico

Fijacion: Cualquier fijador, excepto liquido de Carnoy .

Soluciones:

Solucion de Ziehl Neelsen Carbol Fucsina
Cristales de fenol

Alcohol etilico absoluto

Fucsina bésica

Agua destilada

Filtrar antes de usar

Solucion alcohol &cida 1%

Acido clorhidrico

Alcohol etilico corriente (70%)
Solucién Azul de Metileno stock
Azul de metileno

Alcohol etilico 95%

Solucion Azul de Metileno de trabajo
Azul de metileno stock

Agua corriente

Procedimiento

2,5mL
5mL
059

50,0 mL Filtrar antes de usar

1mL

99 mL

149
100 mL

10 mL
90 mL

1. Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido e hidratar con agua destilada.

. Agregar solucion de Ziehl Neelsen Carbol Fucsina a la lamina, durante unos 30 minutos.

2
3. Lavar con agua corriente.
4

Decolorar con solucion alcohol acido 1% hasta que las secciones estén de color rosado

palido, aproximadamente 5 minutos.

o

Lavar con agua por de 5 a 8 minutos.

6. Afiadir azul de metileno. Las secciones deben verse azul palido, por 30 segundos

aproximadamente.

7. Lavar con agua destilada.




8. Colocar alcohol etilico del 95% y alcohol etilico absoluto, realizar 2 cambios cada uno y
aclarar con xileno de igual forma por 2 minutos cada uno, para una deshidratacion rapida
9. Montar.

Resultados
Pigmento ceroide y bacilos acidos alcohol resistentes Rojo brillante
Glébulos rojos Naranja amarillo

Otros elementos tisulares y bacilos no acidos alcohol | Azul

resistentes




Anexo 9. Tincién de Grocot

Soluciones

Acido cromico 4%

Acido crémico 49
Agua destilada 100 mL
Nitrato de plata 5%

Nitrato de plata 59
Agua destilada 100 mL
Tiosulfato de sodio 5%

Tiosulfato de sodio 50
Agua destilada 100 mL
Metenamina 3%

Metenamina 30
Agua destilada 100 mL
Borax 5%

Borax 5¢
Agua destilada 100 mL
Solucion stock Nitrato Plata-Metenamina

Nitrato de Plata 5% 5mL
Metenamina 3% 100 mL
Solucion de trabajo Nitrato plata-metenamina
Solucion stock Nitrato de Plata-Metenamina 25 mL
Borax 5% 2mL
Agua destilada 25 mL

Preparar fresco previo al uso. No usar si esta turbio

Bisulfito de Sodio 1 %

Bisulfito sodio
Agua destilada
Cloruro de Oro 0,1%

19
100 mL

Solucién Cloruro de Oro 1%

10 mL



Agua destilada 90 mL

Verde claro 0,2% stock

Verde claro SF 0,29
Agua destilada 100 mL
Acido acético glacial 0,2mL

Verde claro solucién de trabajo

Verde claro stock 10 mL
Agua destilada 50 mL

Procedimiento

1. Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido e hidratar con agua destilada.

2. Para su oxidacion colocar acido cromico 4% por | hora

3. Lavar con agua corriente unos segundos

4. Para remover los residuos del acido cromico colocar en solucion bisulfito de sodio por |
minuto

5. Lavar con agua corriente durante 5 a 10 minutos.

6. Enjuagar con agua destilada unas 3 0 4 veces

7. Colocar en solucion de trabajo Nitrato Plata-Metenamina, en una estufa de laboratorio a una
temperatura de 58°C a 60°C, en un periodo de 50 a 60 minutos.

8. Enjuagar con el agua destilada unas 6 veces

9. Realizar el matizado con la solucion de cloruro de oro de 2-5 minutos.

10. Enjaguar con agua destilada

11. Colocar el tiosulfato de sodio de 2-5 minutos.

12. Lavar con agua corriente

13. Contrastar con solucién de trabajo de verde claro por 30 a 45 segundos.

14. Deshidratar y aclarar con alcohol al 95% o alcohol absoluto y xileno

15. Realizar el montaje con un medio de resinoso

Resultados

Hongos Marcados en negro

Mucina Gris oscuro

Micelio e hifas Rosado grisaceo



Fondo Verde



Anexo 10. Tincion de PAS (Acido Peryodico de Schiff)

Soluciones

Solucion Acido peryddico 0.5%

Acido periddico 0,59
Agua destilada 100,0 mL
Solucion Acido clorhidrico 1 N

Acido clorhidrico P.A. 37% 83,5 mL
Agua destilada 916,5 mL
Reactivo de Coleman Schiff

Fucsina basica 109
Agua destilada a 60°C 200,0 mL

Llevar a ebullicion.

Enfriar y agregar:

Acido clorhidrico 1N ‘ 10,0 mL
Dejar 24 horas y agregar:
Carb6n activado ‘ 059

Agitar por | minuto, filtrar hasta que la solucion sea incolora. Guardar en refrigeradora.
Procedimiento
1. Con ayuda de la estufa desparafinar el tejido e hidratar con agua destilada.
2. Colocar solucion Acido peryddico por 5 minutos.
3. Lavar con agua destilada.
. Afadir el reactivo de Coleman Schiff por 15 minutos.

Lavar en agua destilada por 10 minutos.

4
5
6. Colocar Hematoxilina Mayer por 15 minutos o Harris por 6 minutos.
7. Lavar en agua corriente por 15 minutos.

8. Deshidratar y aclarar.

9. Montar.

Resultados

Glicdgeno, mucina, algunas membranas basales Rojo a parpura

Hongos Rojo a parpura



Nicleo Azul



