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“La técnica no vale nada, la manera como se aplica, es todo

El Dr. José Gregorio Herndndez defini6 la técnica
histolégica o técnica microscépica, como la parte
técnica de la histologia que comprende el conjunto
de operaciones e instrumentos que se necesitan
para su estudio. El mismo introdujo oficialmente
esta disciplina en nuestro pais a finales del siglo
XIX y formé los primeros técnicos histélogos
(histotecnélogos, HTs) venezolanos (1).

Como es bien conocido, una buena preparacién
de los cortes o secciones histolégicas, constituye “la
piedra angular” de la observacion al microscopio de
luz y por ende, es esencial para el conocimiento de
los tejidos normales y patolégicos. Actualmente,
los adelantos cientificos en el campo de técnica
histolégica, han llegado hasta la identificacién
de moléculas y atomos. La histoquimica, la
inmunohistoquimica, el reordenamiento nuclear, las
técnicas de hibridizacién in situ ya se estan aplicando
en la mayoria de los paises industrializados y aun
en los que estdn en vias del progreso integral. Sin
embargo,en nuestro pais,dadalas condiciones socio-.
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Medicina. Universidad Central de Venezuela.

** Investigador Titular Emérito. Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas. Venezuela.
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econdmicas actuales, la aplicacion de estos métodos
se ha visto cada vez mas dificil. La adquisicién de
reactivos es muy costosa, y depende de las politicas
de estado relacionadas al control de intercambio.

Por otra parte, los métodos de coloraciones de
tejidos tradicionales atin tienen una prioridad entre los
procedimientos diagndsticos de rutina en la mayoria
deloslaboratorios de anatomia patolégica del mundo.

Los primeros colorantes de tejidos humanos fueron
naturales, se caracterizan por ser cuerpos coloreados
que tienen el mismo croméforo -radicales quimicos
responsables de lacoloracién como: carbonilo (>C=0),
azoico (-NaN-),nitroso (-N=0).carbanico(>CN-) entre
otros. El colorante mas utilizado internacionalmente,
es la hematoxilina (colorante catidénico, del griego
haim(ato), sangre + xyl(o), madera +, in(a), materia
o sustancia) que se obtiene de la extracciéon de la
maderade unaplantaleguminosaindigenade América
Central y México denominada “palo de Campeche”
procedente de Campeche, localidad de la peninsula
de Yucatan (familia fabaceae, tribu caesalpinaceae,
género’ haematoxylum y especie Haematoxylum
campechianum. Quimicamente,es una pirocatequina
o pirocatecol unida a un pirogalol, Figura 1. La
hematoxilina —cristales blancos o amarillos solubles
en aguay alcohol— no es propiamente una sustancia
colorante, requiere de un proceso denominado de
“maduracién”, es decir, de oxidacién. En el proceso
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de oxidacién, la hematoxilina pierde dos hidrégenos
e introduce un dtomo de oxigeno en su molécula de
tal manera que se convierte en un compuesto con un
ndcleo quindénico que es el croméforo responsable
del color. La oxidacién puede ser natural o quimica
(exposicién al aire libre o mediante sustancias
quimicas). La hematoxilina oxidada denominada
hemateina, tiene propiedades colorantes aunque en
formaindirecta. Igualmente,lahemateinasolo colorea
los tejidos cuando se une a un “mordiente” de alli que
se considera un colorante indirecto.

De acuerdo con los mordientes utilizados, los
procedimientos de coloracién con hematoxilina,
tomaran diversos nombres, o bien el nombre del
investigador que propuso la férmula (hematoxilina
de Bohmer, de Harris, de Mayer entre otros) o bien,
el nombre del mordiente (hematoxilina férrica). Las
soluciones de hematoxilina son colorantes basicos y
por ello se emplean en tinciones nucleares. Tifien
la cromatina de morado, negro o azul intenso.
Sin embargo, las soluciones de hematoxilina
con mordientes del tipo de alumbre de hierro,

permiten evidenciar elementos del citoplasma como
mitocondrias, centrosomas y hasta las estriaciones
transversales de las miofibrillas del musculo
cardiaco y esquelético lo que es muy ttil en casos
de rabdomiosarcomas indiferenciados cuando no
se dispone de marcadores inmunohistoquimicos
especificos como la mioglobina y miogenina entre
otros (2-4).

Todas las variaciones de hematoxilina férrica
consisten en principio del uso de las sales férricas
las cuales actian previamente sobre los tejidos a
tefiir. Una de las mds usadas es el alumbre de hierro
—sulfato doble de amonio y sesquidxido de hierro-
NH,Fe (SO,), 12H,0 — empleado fundamentalmente
en la hematoxilina férrica de Heidenhain. Las
hematoxilinas férricas méds conocidas son las de
Weigert, Mallory y de Heidenhain (1891). Esta
dltima es muy utilizada en citologia, botdnica y
zoologia (5). Es muy titil en el diagndstico de las
parasitosis humanas especialmente parael diagndstico
de amebiasis.

En este trabajo se propone un procedimiento

Figura 1. Fotografias del Palo de Campeche (Haematoxylon campechianum L). Ay B: Arbusto y flores del palo de
Campeche. C. Corteza del palo de Campeche de donde se obtiene la hematoxilina. D. Mapa de la peninsula de Yucatén.
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de la hematoxilina férrica de Heidenhain tal
como es aplicado por uno de los autores para su
empleo en las estructuras del musculo estriado,
especialmente paralos rabdomiosarcomas, protozoos
y diversos organelos celulares. Igualmente, se hacen
algunas consideraciones sobre esta técnica y sus
procedimientos y variantes (6).

CONSTITUCION Y PROCEDIMIENTOS.
Hematoxilina de Heidenhain (1891) modificada.
A. Reactivos o soluciones:

1. Soluciéon del mordiente: alumbre de hierro al
2,5 %. (Sulfato doble de amonio y hierro, NH Fe
(SO,), 12H,0) Es una sal basica.

2,5 g de alumbre de hierro

100 mL aguadestilada (solucién preparada en frio)

Nota:

Los cristales del alumbre de hierro deben ser
claros de color morado y no verdes. Sitienen un tinte
amarillento deben desecharse. Los mas adecuados
con los cristales gruesos. La solucién debe ser

preparada en frio, en un mortero. Elliquido obtenido
es amarillento, transparente.

2. Solucion colorante de hematoxilina:
250 mg (0,5 gm) de hematoxilina
5 mL (10 mL) de etanol a 95°
45 mL (90 mL) de agua destilada
Nota:

Disolver la hematoxilina en el alcohol y luego
afadir el agua destilada.

Paralamaduracion instantanea de lahematoxilina,
afiadir como oxidante para suconversionen hemateina,
10 mg de yodato de sodio para 50 mL de solucién.

Segun Hance, si el agua destilada empleada en la
preparaciénde lasoluciéon de hematoxilinaes siquiera
levemente 4dcida,las preparaciones tendran un aspecto
terroso. La adicién de trazas de bicarbonato de sodio
corregira este defecto (7).

Gabe propone utilizar una solucién madre de
hematoxilina y otra de trabajo (8): Solucién madre
de hematoxilina alcohdlica al 10,0 %. En alcohol a
96° madurada naturalmente durante meses y/o afios o
inmediatamente con oxidantes. Esta solucién madre
puede durar hasta 20 afios.

4 Oxidacion \
Hermataxiling OH Hemateina OQH
Colorante
OoH {FrH
HO N OH o
{_,/ ‘\/
piragalol Firocatecol o pirocatenina

Color rojo

Color violeta

Figura2. Férmulas quimicas de lahematoxilinay sus componentes. Férmula quimica de la Hemateina (hematoxilina oxidada).
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Solucién de trabajo: Solucién madre 5 mL
disolver en agua destilada- 95 mL.

3. Solucién saturada de acido picrico en agua
destilada

4. Soluciéon saturada de Orange G en etanol de
95,0 %

B. Procedimiento:

1. Desparafinar las secciones o cortes histologicos
(3 micras o menos de 5 micras) en xilol.

Nota:

Si son pocas ldminas se pueden usar un frasco
gotero provisto de xilol y dejar caer gotas de xilol
sobre los cortes ligeramente inclinados hacia abajo
para que, de esta manera arrastrar la parafina. El
xilol debe recogerse en un envase y luego ser
desechado como de ordinario.

2. Eliminarel xilol con alcohol isopropilicoal 100 %.
(Se puede usar el mismo procedimiento con un
frasco gotero provisto de alcohol isopropilico para
arrastrar el xilol).

3. Lavar en agua destilada.

4. Colocar mordiente (alumbre férrico al 2,5 % en
agua destilada) sobre los cortes o por inmersién
durante varias horas (de 6 a 8 horas).

Nota:

Algunos autores proponen dejar actuar el
mordiente durante 3 a 4 horas a temperatura
ambiente o durante 30 a 45 minutos a 56 °C. Sise
desea colorear el citoplasma, dejar los cortes mas
tiempo (12 horas). Para la coloracién nuclear, se
colorea por 30 minutos y el corte toma un color
azul. Si se deja por 12 horas, el corte toma un
color negro oscuro.

5. Lavar con agua destilada por 5 minutos (otros
prefieren lavar rapidamente).

6. Colorear con solucién de hematoxilina varias
horas (igual o mas que la duracién de la inmersion
en la solucion mordiente de alumbre de hierro al
2,5 %) de 1 a 36 horas (a altas temperaturas es
mas rapido).

7. Enjuagar en agua destilada. (Enjuagar en agua
corriente de chorro durante 5 minutos).

8. Decolorear (diferenciar) enlasolucion saturadade
4cido picrico (minutos). Controlarla coloracién al
microscopio antes del enjuague en agua destilada.
En general los cortes se ven muy oscuros por el
bajo indice de refraccion del agua. Hay que tener

Gac Méd Caracas

cuidado de no extraer demasiado la hematoxilina.
Ensayar unos 15 a 30 minutos. Si la coloracién
es muy oscura, regresar a la solucién de acido
picrico.

Nota:

Ladiferenciacién con acido picrico fue preconizada
por Masson (1923) cuando lacoloracionregresiva
alahematoxilinaférricaes practicada como primer
tiempo,

9. Enjuagar en agua destilada.

10.Enjuagar en agua de chorro corriente durante 5
minutos.

11.Deshidratar con alcohol isopropilico al 100 %.

12.Contrastar con un colorante acido el citoplasma,
Solucién saturadade Orange G en etanol (minutos).
Este colorante no sobrecolorea y no requiere de
diferenciacion.

13.Deshidratar con alcohol isopropilico a 100 % (2
cambios)

14.Aclarar con xilol (dos bafios)
15.Montar con medio sintético.

Resultados: Figura 3.

TR St n‘

Figura 3. Mitocondrias en tibulos renales de Bufo marinus.
Fijacion: Helly. Coloracién: Hematoxilina férrica de
Heidenhain, Orange G. Fotografia: Dr. Herrera.

DISCUSION

Desde que la anatomia patolégica se organizé en
nuestro pais en forma definitiva a partirde 1932, enel
Laboratorio y Departamento de Anatomia Patolégica
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del Hospital Vargas dirigido por el Dr. José Antonio
O’Daly, secundado posteriormente por el Dr. Rudolf
Jaffé, la técnica histolégica comenzé a desarrollarse
en forma rutinaria.

Acomienzos del siglo XX, los trabajos de patologia
delos primeros microscopistas venezolanos como José
Gregorio Hernandez,Anibal Santos Dominici, Felipe
Guevara y otros, contaron con estudios histolégicos
quizas elaborados por ellos mismos. En realidad,
fue el Dr. José Gregorio Herndndez quien habia por
primera vezimplementado estadisciplinaenlaescuela
de medicina e instruido a varios de sus preparadores
entre ellos Rafael Rangel quien obtuvo preparaciones
histolégicas muy buenas.

Desde entonces, la técnica histoldgica se enseiid
en forma empirica a partir de los conocimientos
trasmitidos por tradicién. Varios anatomopatélogos
discipulos de O’Daly ejercieron latécnicahistoldgica
y publicaron trabajos interesantes sobre esta materia
como el propio O’Daly, Leandro Potenza y Luis
Carbonell, entre otros (9).

A partir de 1940, la anatomia patolégica como
especialidad comenzo6 a expandirse con la llegada de
varios anatomopatélogos alemanes quienes a su vez,
trajeron sus propios técnicos histol6gos, generalmente
familiares. De tal manera que latécnica histologica se
expandiéenelinteriordel pais en varias ciudades como
Valencia,Maracaibo, San Cristébal, Valera, Maracay,
Mérida, Cumana, entre otras. Posteriormente, en
el Instituto Anatomopatolégico “Dr. José Antonio
O’Daly” se impulsé y desarrollé esta disciplinaen los
tres primeros posgrados de anatomia patolégica por
iniciativade sudirectorel Dr.O’Daly. Desde 1972 en
que se dio el primer curso de técnica histopatolégica
hasta 1991, se traté de oficializar esta profesion lo
cual fue imposible hasta el 2006 cuando se intentd
nuevamente sin éxito. Enlosultimos afnos,en Valencia
y Maracay se han graduado técnicos histélogos en
instituciones oficiales y privadas respectivamente. A
pesar de estas cohortes de técnicos, ain existe una
demanda de ellos especialmente en los laboratorios
privados.

Actualmente, es importante, revalorar las
coloraciones especiales como herramientas de
diagndstico en varios tipos de patologia.

En relacién con la hematoxilina de Martin
Heidenhain (1894) haremos algunas observaciones
que hemos recogido de varios expertos en técnica
histolégica. En primer lugar puntualizaremos que
la coloracién de Heidenhain es regresiva e indirecta
y por ello requiere de mordiente.
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Se denomina “mordiente” a toda sustancia que
refuerza las coloraciones y/o las hace posible. Los
mordientes toman el nombre de alumbre cuando son
sales dobles de aluminioy potasio u otro &tomo como el
sodio (sulfato doble de aluminio y sodio), hierro entre
otros (sulfato doble de amonio y hierro) los cuales se
combinan con los colorantes formando compuestos
intensamente coloreadas denominados™ lacas™. Las
lacas se usan con gran frecuencia en la preparacion
de varios tipos de soluciones de hematoxilinas (10).

La primera técnica de coloracién regresiva por
una laca férrica de hematoxilina se debe a Benda
(1886); sin embargo, el procedimiento preconizado
por Martin Heidenhain es atin en la actualidad una
de las técnicas mas utilizada en citologia, botdnica
y zoologia. En este caso, el empleo del mordiente
produce una fijacién del hierro sobre los grupos dcidos
de las estructuras tisulares especialmente sobre los
radicales fosféricos de los 4cidos nucleicos y sobre
los carboxilos de los aminoécidos.

Diferentes laboratorios preconizan varios métodos
de aplicacién del mordiente en lo que concierne las
concentraciones del alumbre de hierro, la duracién y
la temperatura del procedimiento. De esta manera,
recomiendan un periodo de exposicion al mordiente
de entre 3 y 12 horas; 36 horas o la permanencia de
los cortes en el alumbre de hierro a 37° hasta 60°.

Segiin Bancrofty col. (11), el tiempo necesario en
el mordiente y coloracién puede variarde acuerdoala
solucién fijadora utilizada. Por ej. los tejidos fijados
en soluciéon de bicromato requieren mas tiempo.
Estos autores ofrecen una simple guia en este sentido:
tejidos fijados en solucién de formol sublimado, de
formol, Susa, Bouin y Carnoy requieren, una hora.
Aquellos fijados en Helly, Zenker —3 horas—; en
Flemming, sobre 24 horas.

La coloracién de Heidenhain tiene variantes, pero
el principio del método es simple. Cortes o secciones
histolégicas delgadas, menores de 5 micras de grosor,
son preparadas con un mordiente de solucién de
alumbre férrico y luego tratadas con una solucion
acuosa de hematoxilina madurada, de manera de
obtener una transformacion parcial de lahematoxilina
en hemateina mediante la pérdida de dos 4tomos de
hidrégeno y la introduccién de uno de oxigeno en la
moléculade hematoxilinacomo se dijo anteriormente.
La diferenciacion se realiza con solucién de alumbre
férrico —bajo control microscépico— y la cual
finaliza cuando las estructuras que se desean observar,
se hacen evidentes y aparecen netamente sobre el
fondo de la preparacion.
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Algunos autores como Sheehan y col. (12),
aconsejan utilizar el exceso de la solucién del
mordiente que ha sobrado en el primer paso del
procedimiento. El contraste o coloracién del fondo
puede hacerse con varias soluciones denominadas
4cidas o citoplasmaticas como: solucién acuosa de
fucsina 4cida al 0,1 %; solucién de Verde luz (light
Green); Solucién de Van Gieson o solucidén acuosade
Orange G (13). Estatltima es la que recomendamos
ya que acentda la cromatina nuclear demostrandose
asi los cromosomas y las mitocondrias. Una de
las advertencias que hacen es que se debe tomar la
precaucién de colocar las ldminas — portadoras de
las secciones histolégicas—, verticalmente en los
envases para impedir que se depositen precipitados
producto delas soluciones. Como se puede comprobar
en esta coloracidn, las soluciones del mordiente y
del colorante, estan separadas. Con el alumbre de
aluminioy amonio,lahematoxilinatifie los nicleos de
azul brillante y el alumbre de hierro, de azul oscuro o
negro. Segun estos autores, cualquier fijador puede ser
utilizado y el tejido embebido en parafina o celoidina.

Gabe hace varias observaciones titiles sobre los
procedimientos de esta coloracion (8). En primer
lugar opina que la preparacion de los reactivos exige
ciertas precauciones. La solucién de alumbre de
hierro utilizada como mordiente se altera ficilmente:
debe prepararse en el momento o en el mismo dia
de su uso a partir del alumbre de hierro y amonio
quimicamente puros. Actualmente el polvo es blanco
0 un poco violdceo. Deben descartarse los cristales
que tengan un color amarillento y todo material
que no se disuelva enteramente al 5,0 % en el agua
destilada a la temperatura ambiental. El colorante de
hemateina se prepara a partir de una solucién madre
al 10,0 % en alcohol a 96° madurada durante meses o
afos o inmediatamente con diversos oxidantes. Pero
la maduracion inmediata no puede hacerse para las
lacas cupricas ni para ciertas técnicas neurolégicas.
La solucién alcohélica de hematoxilina se conserva
hasta 10 o 20 afios siempre y cuando los envases
de vidrio sean adecuados, no sometidos a la luz
solar directa. La solucion colorante de Heidenhain
se prepara mezclando 5 mL de la solucién madre
(descrita) y 95 mL de agua destilada. Esta dltima
también puede durar afios siempre y cuando se filtre
de vez en cuando.

Segtn este autor, el lavado con agua destilada
entre la exposicién al mordiente y la coloracidn,
es importante ya que condiciona o facilita la
diferenciacién y la selectividad de la coloracion.
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Existe unarelacion entre laabundanciade las proteinas
tisulares de los grupos acidos y el grado de siderofilia
de los tejidos. No menos importante es el lavado con
agua corriente o del chorro. Ellavado prolongado de
las preparaciones cuando ladiferenciacién termind, es
también,un tiempo esencial ya que durante ese tiempo
las estructuras coloreadas toman los tintes definitivos
y se eliminan los dltimos restos de alumbre de hierro.

Como se puede comprobar en las observaciones
expuestas en este trabajo, los procedimientos para
realizar unas excelentes tinciones, requieren de
un trabajo minucioso, no solo relacionado con los
pasos a dar durante la coloracién de las secciones
histolégicas sino también con todo lo que se relaciona
con los reactivos, su vigencia, almacenamiento y
uso adecuado. Consideramos que las coloraciones
utilizadas de rutina en todos los laboratorios como
primer paso para el diagndstico histolégico pueden
en un momento dado también ser importantes para
destacar elementos tisulares o celulares puntuales
para un diagndstico en especial, pero no suficientes
en algunos casos. Las coloraciones denominadas
como “especiales” han caido en desuso y han sido
reemplazadas por las inmunotinciones en muchos
laboratorios. Sinembargo,como se dijo anteriormente,
deben ser revaloradas en caso de no disponer de los
reactivos para la inmunohistoquimica.
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Un anillo con dos piedras

Drs. Mauricio Goihman Yahr*, José Pereira

*Miembro Correspondiente Nacional

Esta presentacién se ocupara de algunas carac-
teristicas fundamentales de las enfermedades
ampollares autoinmunes de la piel. Luego, dentro
de este ambiente conceptual, se expondra un cuento
escrito por el primer autor y publicado en inglés en
Dermanities hace un par de afios.

La relacion entre esas dos narraciones se hara
evidente en pocos minutos.

El escenario

La piel es un 6rgano complejo, estratificado, con
células entrelazadas estrechamente, el cual funciona
usualmente de forma admirable.

Cuando se rompe la estabilidad de la unién dentro
de un estrato o entre un estrato y otro, se forman
cavidades que se llenan de liquido. Siel mecanismo
original delainestabilidad y formacién de ampollases
autoinmune, nos encontramos con las enfermedades
que nos ocupan.

Entre ellas nos ocuparemos fundamentalmente de
tres: el pénfigo, el penfigoide ampollar y la dermatitis
herpetiforme (enfermedad de Diihring).
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Evolucion del conocimiento

Luego de las descripciones clinicas (que son
antiguas), el primer avance fundamental estuvo en
los estudios histopatolégicos que fraguaron en las
décadas de los 50 y 60. Las ampollas podian ser
intraepidérmicas (pénfigo) o subepidérmicas (en
las otras dos). Ademads, en el pénfigo existia la
acantolisis. Esto es, el dafio y ruptura de los puentes
intercelulares entre los queratinocitos. Estos aparecen
como ladrillos sueltos o como parte de una pared que
se disgrega, alrededor o en el interior de las ampollas.

De esta misma época data el uso de los
glucocorticoides sistémicos, la primera terapéutica
efectivaparaeste grupode afecciones. Losesteroides
forman todavia la base del tratamiento del pénfigo y
del penfigoide (1-3).

Debemos acotar, que como ha sucedido muchas
veces, larazon del uso inicial de los esteroides no era
lacorrecta. Esto,nohaimpedido su éxito terapéutico.

El paso siguiente fue la identificacién por
inmunofluorescencia directa o indirecta de
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