. ICION QUIMICA DE LA SUSTANCIA CORNEA

Pasro P. GuayMmAs

PROLOGO

ion del trabajo de Seminario, titulado Contribucion
o de la constitucion quimica de la sustancia cornea,
la rama de la Histologia denominada Histoquimi-
rado la satisfaceion de inieiar el drduo camino de la
ifica.

en expresa Charles Oberling, en su libro EL problema
quie en Biologia es necesario constancia y suerte, es-
de tal acerto, v en alusién al filtimo faetor, puedo
i1 easo, tuve la doble fortuna de encontrar en el Je-
Patologica del Instituto del Bocio de la Faeultad
la UN.T., Dr. Dardo A. Escalante, al amigo y
or, gracias al eual puede llevar a feliz término el
¥ de encontrar en la Histoquimiea, ciencia ligada
la Quimica Biolégica, un vasto ecampo de expe-

e ensayos que demandd el enmplimiento de mi tavea,
| -‘h‘ﬂl&ﬁiunes del Laboratorio de Anatomia Pato-
o del Boeio, donde siempre se me facilito defe-
neeesario relativo a instrumental, material, dro-
de brindarseme la cordialidad de todo su personal.
eer también al profesor de Histologia y Embriolo-
d de Ciencias Naturales, Dr. Faustino Carreras su
6n del seminario,
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Estin presentes en mi memoria todas las personas que n
cieron llegar constantemente su voz de aliento en el eurso de mi
rrera, v a ellas hago llegar también mi reconocimiento.

INTRODUCCION

Como se sabe en la piel humana y en diversas faneras, a
ce una substancia, a nivel de la llamada eapa granulosa
telio de cubierta que es la queratohialina que al transfon
claidina constituve la substancia cdérnea. Por un mecanismo
jante aparece dicha substancia a nivel de anexos comg |
uiias, ete.

En lo gque respeeta a su funeién, parece la misma, _
culada particularmente a proteccion, de los elementos celi
subyacentes, aunque es probable que también se vineule a la%
nacién de determinados productos del metabolismo ecelular.

Esta capa edrnea se presenta como modificacién a ni
mueosas que normalmente no la poseen, como sucede en cue
rino, labios, laringe, cuerdas vocales, ete., originando la I
mada leucoplasia. Es de gran interés que a nivel de esta les
observa una transformacién earcinomatosa elevada, tanto qu
merosos autores llegan a considerarla como lesién preneopld

Por ello nos parece que conoeer su composicién @
de ser posible, dedueir de clla su vinculacién con el me
celular, puede tener mayor interés del que a una :
pida del problema pudiera surgir, g

Referente a su constitueion quimica dice A. G, Everson
(Histoquimica Tedrica y Aplicada) HEd. Aguilar Madrid 196¢
107, lo siguiente: 3

Queratina : Hsta proteina fibrosa se earacteriza por su alt
tenido de aminodeidos basicos: arginina, lisina e histiding
aminoacido sulfurado cistina. '

Referente al proceso de queratinizacién, dice el mismo ai
la pag. 108 de la obra mencionada: |
El proceso de queratinizacion”. El principal cambio que
lugar en la piel humana normal es la oxidacién de log ;-4-;@_-__.
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inferiores para formar grupos S.S. en el ex-

gque hace especial referencia a los grupos SH- y su
: 1] -:.u 011,

05 de Histogquimica a nuestro aleance, tales como
mie et Cytochimie Animales, Gauthicr-Villars edi-
¥y en George Gomori. Microscopic Histoche mistry
of Chicago Press. 1954, no hemos eneontrado infor-
I sobre el problema. Sin embargo, en el libro men-
, 86 lee en la pag. 241, en la referencia que dicho
los grupos SH- lo siguiente:

gde admitir que la fijacion histolégica elimina las subs-
¥ que slo las supstancias con grupos SH- ligadas
son puestas en evidencia después de la fijacion,

realizadas por nosotros, nos llevaban al conven-
g, por lo menos en la piel humana, intervienen en
on de la substancia cérnea, lipidos v en especial, fos.
el objeto de comprobar la veracidad de esta obser-
om los estudios que se detallan a eontinuaeion

MATERIAL Y METODOS

do fragmentos de piel humana de personas re-
eidas, en general dentro de las tres horas de ha-
ﬂl deeeso, los que fueron fijados en formal al 10 %
ruro de ealeio al 1 %.

o asi de evitar alteraciones cadavéricas va que las
or deseartadas, si la fijaeion de la piel se hace
18 horas de haberse produeido la muerte del enfermo.
el eloruro de calcio, se empled porque de acuerdo
sonizada por Baker, el ion caleio evitaria la di-
plipidos en el liguido fijador. Se supone que la
o8 ealeio, cobalto v cadmio se debe a la formaeidon
plejos, es decir agrupamientos de fostolipidos
myentes celulares (proteinas, mueopilisacaridos
al asi fijado se realizaron las siguientes téenicas.
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I Coloraeién general de lipidos, con Sudan T v Sudéan IV
o rojo escarlata v Sudin Black.

IT Coloracion de fosfolipidos, por el método de Smith-
Baker,

11l Extraccion de fostolipidos con aleohol, luego éter vy nue-
va coloracion de Smith-Baker,

IV Extracecidon eon piridina para fosfolipides y coloracion dJe
Smith-Baker.,

V Coloracion de erupos sulthidrilos con la téenica de Che-
vremont y Frederie.

VI Blogueo eon elorure merelrico de los erupos snlfhidri-
los ¥ eoloracion de fosfatidos con la téeniea de Smith-
Baker,

VI Blogueo con clorure mevetrieo de los grupos sulfhidrilos
v posterior coloracion con el método de Chevrémont v
Frederie. ,

V11l Coloracion con métodos de plata para grupos derivados
del fenilo, eomo tirosina, melanina, ete.

IN Métode de von Kossa para determinaeion indirecta de
tosfatos.

X Método de Lorrain-Smith-Cain, para grasas neutras y
fosfolipidos.

A continuacién exagminarvemos eon mas detenimiento los fun-

damentos en que se basan las eoloraciones y algunos aspeetos de
sus téenieas.

I COLORACION GENERAL DE LIPIDOS CON SUDAN III

Bl Sudin 111 es un eolorante artificial diazoico, indiferente, es
deeir ni deido ni bésico, con dos grupes eromoéforos azoieos.

Es un polvo rojo parde. P. F. 181-188°C, insoluble en agua,
deidos débiles v Alealis; soluble en aleohol, acetona, lipides, aceites
asenciales ¥ vaselinas.

La coloracidn es posvital, progresiva, directa v simple, estan-
do basada, en la solubilidad de los colorantes inertes bisazo, por ae-
ciones fisicas de dsmosis, eapilaridad, absoreién y adsorcién en las
grasas, inclusive en pequefias cantidades de fosfatidos.

43



Se ha demostrado, que con las téenieas corrientes que se des-
criben a continuacién, la tineién en grados variables, se realiza no
s0lo sobre las grasas neutras sino también sobre lipidos diversos,
meluyendo los fosfolipidos. Como eontrol se han utilizade téenicas
espeeificas para estos altimos, que serdan detallados en otro apartado.

Soluciones Necesarias

ITematoxilina de Mayer (Preparada en 2 dias)
sSudan 111
Aleohol de 70°

PREPARACIONES

Ilemaloxiling de Mayer

Sol. A: Disolver 1 gr. de hematoxilina de 10 ml. de aleohol de
100° en frio,

Sol. B: Disolver 50 gr. de Alumbre de Potuasio (en polvo) en
mais 0 menos 500 ml. de agua destilada.

Sal. C: Jodato de sodio 0,2 gr. Es importante no poner mis
cantidad que ésta.

Agregar Sol. A, en la Sol. B y también O, dejando de un dia
hasta el siguiente, hasta color violeta intenso.

Sol D: Hidrato de Cloral 50 gr. disuelto en 200 ml. de agua
destilada.

Sol E: Acido citrico (en cristales) 1 gr. disuelto en 100 ml
de agua destilada.

Estas dos preparaciones D y E, afiadir a la mezela anterior y
completar con agua destilada hasta 1000 ml.

Aleohol de 70° a partir de un alcohol de 96°

Preparacion de Sudan II1

Aleohol de TO® ... .., 100 ml.
Agregar Sudan hasta saturacion, mas o menos 150 mgr.
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Técnica de la coloracion para cortes hechos por congelacion

Luego de practicados los cortes por congelacion, se depositan
en agua destilada y:

12 Llevar a hematoxilina de Mayer, diez minutos, para colo-
rear nueleos,

2° Se viran en agua comin y lavan en agua destilada diez
minutos.

32 Pasaje rapido por aleohol de setenta grados, aproximada-
mente un minuto.

49 Llevar al Sudan III en tapa de Borrel a estufa de 37°C.
(sin tapar ni envolver), durante 30 minutos.

5? Saear y pasar por alechol de setenta grados v luego agua
destilada.

6¢ Levantar los cortes en portaobjeto gin alblimina, secar con
papel de filtro, montar en glicerina, bordear con parafina v observar.

b) Coloracion General de Lipidos con Suddn IV o Rojo Escarlafe

El Sudin 1V, lo mismo que el Sudan III, es también un colo-
rante azolco, indiferente, artificial.

Es un polvo rojizo, insoluble en agua, menos soluble en aleohol
que el Sudin I1I, soluble en lipidos, acetona, etc.

Todo lo dicho para el Sudén III, tanto en su mecanismo de Ia
coloraciom eomo en su téeniea es valedero para este colorante. Solo
agregaremos la formula que empleamos en su preparaeion,

Aleohel @6 U . wminms s wmpssamvms e 50 ml.

ACCLOTA .. 0 et reeviais simie e esmenis o s e 50 ml.

Agregar ¢l Sudin LIV hasta obtener solueién saturada.

¢) Coloracion general de lipidos con Swudan Black

El Sudin Blaek, es un eolorante de tipo andlogo a los an-
teriores.

Es insoluble en agua y soluble en disolventes organicos y lipidos.
Preparacion

Se disuelve el Sudin Black, en aleohol de 70° hasta solucion
saturada.
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Técnica de la colaracion

Los cortes hechos por congelacién se llevan al agua destilada
v luego a:

1° Solueion de Sudian Bloek a 37°C. en estufa durante
una hora.

29 Pasar por aleohol de T0° para eliminar el exeeso.

3¢) Lavar en agua destilada y montar en glicerina.

II COLORACION DE FOSFOLIPIDOS CON EL METODO
DE SMITH-BAKER

El fundamento del método de Dietrich, se basaba en el trata-
miento del tejide econ mezela de formaldehido-bicromato de potasio,
mediante los cuales los lipoides se oxidaban y combinaban con el
eromo. Este a su vez, produee un color negro con la hematoxilina
dcida. Los lipidos que se podian poner en evidencia econ este mdé-
todo, comprendian fosfolipidos v galaetolipides o cerebrisidos. La
eromacion se efeetud originalmente a 37°C, perp Kaufman y Leh-
mann consideraron neeesaria, la temperatura de 60°C. Lisson con-
gidera que un tinte grisdeco no tiene valor porque puede ser pro-
ducido por erasas neutras. Baker, por ensavos in vitro, demostrd,
que la cefalina y la esfingomielina se tifien en negro con el proce-
dimiento de Smith-Dietrieh, eomo lo hacen las lecitinas euando se
combinan con otros lipidos. La lecitina sola, no reacciona.

Métodos de la hemateina deida

El prineipio del método de Smith-Dietrich fue utilizado por
Baker. Después de la fijacion del tejido en formol-caleio, se efee-
tha una prolongada eromaeién a 222 4 60°C, segtin el método a
seguir, en una mezela de bieromato de potasio-cloruro de ealeio.
e colocan los eortes en una solueion recientemente preparada y oxi-
dada de hemateina feida. La diferenciacion se llevaba a eabo en
una mezela de bérax-ferricianuro de potasio.

Las reaceiones que se pueden obtener segun Baker con este mé-
todo son:
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FbP0ons o vovuan vnn vevasn SR, Azul palido sueio

COIERON0  uwwinssas jai s esvems v Negativo
MLOBEIA. oo 5100 oo S s e w3 Azul oseuro
HemOBOMBR  oocuineusg Fere R (iris
Lecitina

SERIIY oo o sosue e R Azul oscuro
Esfingomielina [

Nucleoprotelnas ...v.vievies.es .+ ... Azul oseuro

Baker estudid la reaceidn de la galactolipina purificada y ob-
tavo resultadc negativo. Coneluyd, gue el método es especifico pa-
ra los fosfolipidos. Segtin Cain, los resultados son fitiles, eonside-
rando s6lo los francamente positivos,

Segfin este autor, el mecanismo de la reaccién es como sigue:

12 Los fosfolipidos no sen fijados por el formaldehido-caleio.
pero se impide su paso a la solucién por el ealeio, por formacion
de coacerbatos esmplejos.

29 Tos fosfolipidos se combinan constantemente con las sales
de cromo v se vuelven insolubles v decidos.

3¢ Al tefiir, se forman colores azules o pardos, euando el co-
lorante se une al eromo.

4° Al diferenciar, los colores intensos dados por las sustancias
que eontienen tosfolipidos, permaneeen resistentes. La mayoria de
los eoleres pardes o azules débiles son redueidos o eliminadoes. Por
esta razon, no debe abreviarse el periodo de diferenciacion.

=]

5 Tl periodo de eromacién no debe prolongarse por la rela-
tiva afinidad que. pueden tener otres lipidos con las sales de eromo.

Mitodo de Smith-Baker o de la hemateina deida para corles
por congelacion,

Noluciones Necesarias

12 Fijador Formal-caleio
20 Splueidén de dieronato-caleio
32 Solueidn de hemateina aeida

4¢ Diferenciador, Boérax-ferricianuro.

22




I
Preparacion de las soluciones

1¢ Fijador formol-calcio

Formalina comercial al 40% ............... 10 ml

Cloruro de ecaleio (anhidro) ............... 1 gr

Agua destilada hasta ....... ... .. ... ..... 100 ml 1
2? Solueidn de dieromato-caleio

Dicromato de potasio .........c.ccovivenennn. 5 gr

Clorure de ealeio (anhidre) ................ 1 er

Agua destilada hasta ..............c0va.. 100 ml
3¢ Solueidn de hemateina acida

HEGARIDNE oo covmmmmumnios sws s e 20 me

Yodatodesodio al 185 .. ivicivevionionas in 1 ml

Acido acético glacial ....... .. .. .. il I ml

Agae SeRtilade wovoscavan s B GET ISR EES i 48 ml

Se coloca todo lo indieado en las proporciones consignadas, ex-
cepto el acido acético glacial, en un vaso de precipitacion v se ca-
lienta hasta que el agua comienza a hervir; enfriar entonces v ana-
dir el deido. Esta solucién debe usavse el mismo dia de su pre-

paracion,
4° Diferenciador Bérax-ferrvicianuro
Forricianuro 46 potasio: ous s v ey o e 0,25 egr
Borax e e 0,25 gr
Aong Sl dl o ovssanaersisn v EEnEsTa 100 ml

Esta solueidn debe mantenerse en la osenridad.

Téenice de la coloracion

Los fragmentos de tejidos, lnego de la fijaeién durante vein-
ticuatro horas en formol-calelo, se someten a cortes por econgelacion
v llevandolos al agua destilada, para pasarlos:

1° Dieromato-caleio, una hora en estufa a 60°C o dejar de 24
a 48 horas a temperatura ambiente (nosotros dejamos a temperatu-
ra ambiente).

2¢ e lava en agua v dejan los cortes en la solucién de hema-
teina dcida eineo horas a 37°C.

3 Se sacan de alli y se lavan en la solucion del diferenciador,
quedando luego en el diferenciador dieciocho horas.
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4 Lavar y sin deshidratar, montar en glicerina y bordear con
parafina.

III COLORACION DE SMITH-BAKER PREVIA
EXTRACCION CON ALCOHOL-ETER

Lios cortes hechos con el mierotono de coneelacion, se pasan al
acua destilada y después a la extraeeion eon aleohol comiin a 60°C,
durante dos horas, posteriormente, extraceién con éter por espa-
c1io de seis horas; despojamos de los restos de éter con un lavado
en alechol comtin, lueeo agua destilada y de aqui al dieromato-
ealeio, siguiendo ulteriormente con la téeniea conoeida.

IV. COLORACION DE SMITH-BAKER, PREVIA
EXTRACCION CON PIRIDINA

Una econstatacion negativa eficaz, en el reconocimiento de fos-
folinidos, es someter los eortes de tejidos a una extraceién prolon-
gada eon piridina y luego practicar sobre ellos la coloracién espe-
cifiea para fosfitides, previa cromacion; una reaceidn positiva in-
dicaria, que la misma es producida por sustaneias que no corres-
ponden al tipo de los fosfolipidos.

Métodoe operatorio

Los cortes por congelacion luego de lavados en agua destilada,
se llevan a piridina por espacio de veinticuatro horas a temperatu-
ra ambiente, y después lavarlos con abundante agua. A continua-
#ién se practica el proceso de eromacion y luego la téenica de co-
loracidn de Smith-Baker.

VvV COLORACION CON EL METODO DE CHEVREMONT-
FREDERIC PARA GRUPOS SULFHIDRILOS

Tste método ha sido empleado para grupos SH- de los amino-
dcidos azufrados, eomo eisteina, existentes en las proteinas consti-
tuyentes de Ia sustancia edrnea.
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Clomo de acuerdo con los autores consultados, en la capa edrnea
predominan grupos SH-, realizamos su identificaciéon eon el objeto
siguiente:

1* Determinar en una apreciacion histolégica, la proporeion
probable de ambos grupos: sulthidrilos y fosfolipidos.

20 Hstablecer si la reaeeidn de Smith-Baker para fosfolopidos,
no produeia reacciones, inespecificas eon los grupos SH-. Para ello,
luego de identificar estos tltimos, se efectud el bloqueo con cloruro
de mercurio.

De esta manera, v aplicando este blogqueo previo a la realiza-
eion de la téenica de Smith-Baker, se podia deseartar gue la positi-
vidad de la misma se debiera a grupos SH-, ya que dicho bloqueo
inhibe las rveacciones para estos grupos.

El fundamento de método de Chevrémont y Frederie, estri-
ba en lo sigulente:

Se basa en la redueceidon de wna solueidon recientemente prepa-
rada de ferrieianuro alealino en medio acido, pll- 2,4, mediante
los grupos SH-tisulares.

2[1‘*{3{{*;\’){1] =<+ 2R.SH - E[F’f{ﬁ?ﬂﬂ] = 4+ RS-SE + 2H*

El ion ferroecianuro resultanie, se combina eon el ion férrico
snministrado por la solucidn de sulfato férrico, para dar un pre-
cipitado de azul de Prusia.

4Fe""" + [Fe(CN)e] = —> Fei [Fe(CN)g)s

El método da reaceién positiva eon la lipofuesina y también
con la melanina v grupos argentafines.

Utibizando el cloruro de mereurio, se bloquean los grupos sul-
fhidrilos: de manera que s6lo pueden considerarse tales, a aquellos
aque después de blaqueados no reaccionen eon la téeniea de Chevre-
mont v Frederie,

TECNICA DE LA COLORACION

Noluecionecs necesarias

a) Solucién de ferricianure de potasio al ....... 0,1 %
b) Soluecion de (S04)y Feo al «ovivinvianansvmns 0,2 %
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En el momento de usar, se mezelan las dos solueiones, el
(S04), Fe. y el ferricianure en la proporeién de 3 :1 ps
respectivamente,

Método operatorio

:

1? Se fija durante algunas horas los fragmentos de piel, en
formol al 10 9% y se praetican cortes por congelacion.

2° Se Hevan al agua destilada y de alli a la mezela de reae
tivos en un tiempo de quinee a veinte minutos, cambiando tres ve-
ces el reactivo y dejando méas o menos einco minutos en eada una.

37 Luego se lavan en agua destilada v se monta en glie

Vi BLOQUEO CON CLORURO DE MERCURIO ¥
COLORACION CON EL METODO DE CHEVREMONT

Y FREDERIC

Como se ha dicho, el eloruro de mereurio, reaecionando

los grupos sulfhidrilos, bloquea a estos, eon la formacién de de-
rivados mercaptanicos, impidiendo asi, que reaceionen, reduciende
al jon ferricianuro. '

Meétodo operatorio p,

1° Los eortes hechos por congelacidn se lavan en agua destis
lada, para librarlos de restos de formaldheido. q

2° Poner luego en una solueién saturada de elorure mered-
rico, una hora a temperatura ambiente.

3* Lavar con agua destilada y pasar luego a

4° La mezela de reactivos, formada por el ferricianuro de po-
tasio y el sulfato férrico, en la manera corriente de ejecucién de
este métado,

5% Luego lavar en agua y montar cn glicerina,
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VII BLOQUEG CON CLORURO MERCURICO DE LOS
GRUPOS SH- Y POSTERIOR COLORACION CON
EL METODO DE SMITH-BAKER

El blogueo es heeho eon el objeto de deseartar una posible in-
fluencia perturbadora de log grupos tioles en la marcha de la eo-
loracion de fosfatidos, presentes en la sustancia cérnea.

Método operatorio

1) Log cortes por congelacion, se lavan en agua destilada v
juego de bloguear los SH-, eomo indicamos mas arriba, lavamos eon
agua destilada v sometemos los eortes a la coloraeion especifica pa-
ra los fosfolipidos de Smith-Baker,

V1I COLORACION CON METODOS DE PLATA AMONIACAL
DE DEL R1O HORTEGA, PARA GRUPOS DERIVADOS DEL
FENILO, COMO TIROSINA, MELANINA, Ete. PARA
CORTES POR CONGELACION

La visnalizaeion del pigmento melinieo, puede realizarse por
la Mamada dopa reacecidn, ante la dioxifenilalanina y por los mé-
todes de impregnacin avgéntica. Estos Gltimos pueden eorrespon-
der a rveaeciones de argentafinidad o de argentofilia, Las primeras
reacciones de argentatinidad, no emplean un reduetor después de
la impregnacion con el licor argéntico; tipo de esta téenica es la
veaceitm de Masson. Las ccloraciones argentofilas, se logran em-
pleando un reduetor tal como el formol u otros, como los redueto-
rog de tipo fotogrificos, después de la aceion de la solueion de
plata amonical. Este Gltimo tipo de reaceidon no es espeeifiea y se-
glin algunos autores, piementos lipoidicos fambién pueden produ-
cirla. En lo que respecta a la eonstitueidn de la melanina, se estd
hov de aeuverdo, que eorresponde a wn tipo de la dioxifenilalanina
exidada, Las células produectoras de melanina, poseen las oxidasas
Necesarias,
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A efecto de establecer:

1°) Si los lipoides de la eapa ecérnea, podian dar esta reac-
eibn, y

2°)81 en dichas capas existian cuerpos de estructuras seme-
Jantes a la melanina gue pudieran ser responsables de reaceiones
falsas paar lipoides, se efectuaron las impregnaciones argéntieas,
con la téenica que a eontinuacidn consignamos.

Soluctanes necesarias
a) Carbonato de plata amoniaeal
bh) Sulfite de sodio al 0,5 %
¢) Formol al 1%

Preparaciin de las soluciones

a) Carbonato de plata amonicol

Carbonato de sodio al 5% ............. 90 ml.
Nitrato de plata al 0% .....ovsuseeas 30 ml
Agua destilada hasta ........co000o0.., 450 m]

In un vaso de precipitacion, se ponen las soluciones de car-
bonato de sodio ¥ nitrate de plata, agregando luego amoniaco su-
ficiente hasta disolver el precipitado; finalmente completar con
agua destilada,

b) Solucion de sulfito de sodio al 5 %, recientemente preparada.

¢) Formalina comercial al 40% ......... 2,5 ml

Agun: destilada basta . cobeiis i wasn 100 ml

Método operainrio

1) Saeados los cortes del agua destilada, pasar al sulfito de
sodio v llevar a estufa a H6°C,, durante 10 a 15 minutos.

2¢y Tilevar al earbonato de plata amoniacal, en pasaje rvipido;
mdis 0 menos tres segundos.

3°) Virar en formol soplando con el fin de remover snavemen-
te los cortes.

4°) Volver al agua destilada, levantar en portas, deshidratar
comtnmente y cubrir con bilsamo,
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1X METODO DE VON KOSSA, PARA INVESTIGACION
INDIRECTA DE FOSFATOS

El método reposa en ¢l hecho de que, fosfatos y carbonatos de
plata son més insoiuble gue las correspondientes sales de caleio.

Una suspension de fosfato de ealeio tratada con una sal de pla-
ta, se transforma en fosfato de plata, mientras que el ealeio pasa
cuantitativamente a la solucion.

El objeto de esta reaccion en el curso del presente estudio, fue
el de estableecr, si los eompuestos fosforados, pertenecian realmen-
te al grupo de los fosfolipidos o si se encontraban en formas mds
simples, tales como fosfatos de ecalelo,

Soluctones necesarias

n) Nirte e ol 8 . oo s sanens s s o 2 %
) HIOMMINERG oo i S R e e 0.5 %
¢) Tiosulfato de sodio ...................... B %
d) ZRIPENINE & v cummmaeions sme 5508 sams e 1 ¢

Todas soluciones en agua destilada.

Método operatorio

Cortes en parafina.

1) Desparafinar e hidratar los cortes.

2?) Llevar al agua destilada.

3?) Dejar en nitrato de plata, a luz vista, de medio a un minuto.

4v) Lavar en agua destilada y llevar a hidroquinona dos
minutos.

5? Lavar con agua destilada.

6') Pasaje rapido por tiosulfato de sodio, a fin de eliminar
exceso de nitrato de plata.

7?) Lavar en agua destilada y pasar por Zafranina un minuto,
para lefiir naeleos,

8?) Virado en agua comun, deshidratar y cubrir con balsamo.
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X METODO DE LORRAIN-SMITH-CAIN, PARA GRASAS
NEUTRAS Y FOSFOLIPIDOS

Este método se basa en el uso de una sal de Azul de Nilo, que
corresponde al grupo de los colorantes de la exozina, colorante que
contienen un atome de oxigeno y otros de nitrégeno en su nueleo
que es el siguiente:

O

/NS NN\

LBl
A\

¥l sulfato de Azul de Nilo, eomereial, es una mezela de la
oxazona, de color rojo, v del sulfato de oxazina de eolor azul, gue
es el Azul de Nilo propiamente dicho. El dcido sulftirico de la so-
lueidén aeuwosa del Azul de Nilo, provoea la hidrolisis de la sal, su-
ministrando la base libre oxazina de eolor rojo, de modo que para
la interpretacion de los resultados de la tincién, tendremos en
cuenta los tres grupos colorantes. La férmula del sulfato de Azul
de Nilo es la siguiente:

(Et)e— N 0 4+
’ \I,f/”\”/ \|/\IJ’NH:.- 5
2 S0, =
\/\Nﬁ’/\l/)’\”
| . W

La oxazona contiene un oxigeno quindonico en reemplazo del
grupo imino.

De acuerdo con Cain (1947), los resultados que se pueden ob-
tener con este método son los que siguien:

1°) Sustaneias al estado sdlido, no se colorean con el sulfato de
Azul de Nilo.

20) Los triglieéridos o mezelas de elles, libres o disueltos en
hidroearburos, se colorean en rojo por la oxazona, ¥y mueho menos
por la base libre, oxazina.
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3?) Los acidos grasos iibres, o disueltos en hidrocarburos se
colorean en azul por la oxazina, formando sales, y en azul con las
soluciones diluidas del sulfato de Azul de Nilo,

4°) La leeitina, tal vez todos los fosfatidos, se tifie de aznul
intenso, enando estd solida, eon la oxazina, o con soluciones acuo-
ans diluidas o conecentradas de Azul de Nilo.

Soluciones necesarias

a) Solueién de sulfato de Azul de Nilo al ......... 1%
b)) -Asido @EEEE0) 8] v s srEsERREE v 08 1%

W étodo operatorio .

Los cortes de tejidos hechos por congelacion, luego de lavados
en agua destilada llevan a:
1?) Solueion de Azul de Nilo cineo minutos a 37°C.
2¢?) Lavar en agua destilada a 37°C, treinta segundos,
32) Diferenciar en dcido aeético a 37°C, treinta segundos.
4?) Montar en glicerina y bordear con parafina.

Ubservaciones:

En esta téeniea, introdujimos la variante de los 37°C', en vez
de los 60°C, que figuran en la técnica correspondiente, en el libro
de HEverse Pearse, por haber constatado que a 37° era mucho mas
notable la ecoloracién azul intensa en la capa edrnea. A temperatura
ambiente no dio coloraeién positiva, el mencionado estrato edrneo.

RESULTADOS

Los métodos de Sudén, o sea el Sudan ITI, IV o el negro Su-
dan, son comunes a las grasas neutras, deidos grasos o lipidos, como
va se dijo en la parte referente a material y métodos. Dichas colo-
raciones son positivas a nivel de la sustancia eornea. También re-
sultan positivas, en el tejido adiposo hipodérmico y en las células
macrofigicas cargadas de lipoides, existentes a nivel de la dermis.
Ver totomicrografia N° 1 y N° 2,
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El método de Smith-Baker, que con las restricciones ya aecla-
radas en el capitulo de material ¥y método es altamente cspeeifico
para fosfolipedos, produce resultados francamente positivos a ni-
vel de la sustancia e6rmea Ver fotomierografia Nos. 3 v 4.

Es posible extraer los fosfolipidos, con aleohol y éter de acuer-
do al procedimiento analizado en el capitulo mencionado de mate-

vial ¥ método; también eon piridina podemos efectuar esta ex-
tracciom.

Realizados ambos procedimientos y posteriormente la colora-
cién de Smith-Baker, la misma es ampliamente negativa, lo que nos
imdica que los euerpos responsables del primer resultado positivo,
habian sido eliminados. Ver fotomicrografia Nos. 5 y 6.

La téenica de Chevrémont y Frederie, es positiva con los gru-
pos sulfhidrilos activos, y a nivel de la sustancia eérnea, resulta fa-
¢il demostrar su presencia. Sin embargo haremos notar que objeti-
vamente, sin que se pueda, por los medios a nuestro aleance, va-
lorarse resultados cuantitativos, es evidentemente mucho menor la
¢xtension y cantidad de las sustaneias que a nivel de la capa edrnea
producen reaccion de grupos SH-, en relacién eon los producidos
por los fosfolipidos. Ver fotomierografia N¢ 7,

El blogqueo con cloruro mercarieo, impide la reaceion de los
grupos sulthidrilos, por las razones establecidas en un capitulo an-
terior y la técnica de Cheerémont y Frederic después de este blo-
gueo, ros ha dado resultados claramente negativos. Ver fotomicre-
orafia N¢ 8,

Repitiendo la téeniea de Smith-Baker, después del blogueo
mercirico, no se altera su positividad. Ver fotomierogratia N2 9.

Las impregnaciones de plata, segtin la téenica de Del Rio Hor-
tega, se ha demostrado, sin aue todavia se hava aclarado el funda-
mento quimieo, que son altamente positivas eon cuerpos denomina-
dos argentdfilos comg los derivados del fenilo, ya puntualizado, por
ejemplo. Realizada esta téeniea los resultados son negativos a mivel
de la capa edrnea. Ver fotomicrografia N¢ 10,

El método de Von Kossa, nos permite caracterizar sales de eal-
cio como fosfatog y en la sustancia edrnea, log resultados son ne-
gativos. Ver fotomicrografia Ne 11,
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El método de Lorrain-Smith-Cain, resulta ser una téenica de-
licada, probablemente debido a la ecomplejidad de factores fisicos y
guimicos que concurren en la reaceidn, como ser temperatura, gra-
do de hidrélisis del colorante, ete., para la formacién de oxazina,
oxazona, ete. que eolorearian eon distinto color e intensidad los di-
versos tipos de lipidos. Ver fotomicrografia N° 12,

Los resultados los resumimos en el euadro N2 1.

RESULTADOS

:I ; 1 : l
METOPOS OBJETO RESULTADOS
Supan 111 + | Colonacion GENERAL FRANCDAMENTE PesiTiva 8
Supan {1V 28 Lmpos LA SusTANLIA Comweg L
| oupan BLACK —d
| CoLenAaciON W FRARCAMENTE PoaiTiva EN t
SMITH-BAKER FesraLftoos LA SUSTANCIA <OANER
EXTRAL con ELWMINACION R& ColLoppcIioN NECATIVA TH
ALCOMOL-ETER PasFouiribed y LA SUSTANCIA <ORNEp
y COLORACISN., - Eelopacion CONTROL :
|7 SMITH-BAKER g
| EXTRAC: con ELIMINACION BE FRANCAMENTE NEGATIVA
.# FIRIDINA ¥ FosyoLiPIDeS Y A MIVEL DL LA SuSTAMCIA
f CoLOoRACION  Coceprpcion ComTael CoprdEA
i SmiTu-DARER | : : :
I TEewmiCA DE- CoLonamcian DS PosiTiva Dt PEDIANA
CHEVREMENT | GRupes SH- INTENSIOAD A MIVEL DF LA | |
FRentmc ] ~ = *] SuSTAWCIA CORMEA ,
BLoauio Cew Ry . NEGATIVA A NIVEL OF !
Y Ticwiba or Chevel ' Bloguehh Gavpos SH- LA SusTANCIA CoRnEA .
| _mewt vy FREpERIC : :
| BLoguED cew ct,lt. | ConTROL be LA IHETAVIENTE PosiTivA A
l.v CoLomAacioN B 4 BEACCION DB NIVEL PE LA SVSTANCSIA _
i 111!1}!-“!{“ FesFoLiPipes CoRnNER .
I MACION CoN | DIFERBNEIAR FoSFATIDGY| NAGATIVO A Nivil OE La | |
(] MLTORES Bk PLATA | y GruPOS FEMILOS SUSTANEIA CORNEA
[ METO0c D8 | INVESTIOAR FOSFATOS | MEGATIVE LN SUBTANGIA | |
ox Kosza | swamss . | ceanta e ¢

pEtess e CDWERENCIACION RELATIVA| Postivery Fasciavainte 1 |
i - 3 TH-Cain | ENTRE Fa BOS y [ PMITIVEs EN Justances
| B Y 2 ERASAS ¥ i ConNEA A ST C. |
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CONSIDERACIONES

Los resultades enumerados, nos permiten establecer lo siguiente:

1) A mivel de la sustancia eérnea, existen grupos sulthidrilos
v lipidos.

27) Por el analisis realizado, podemos asegurar la existeneia de
fosfolipides, demostrada por reacciones espeeificas, tales como la tée-
nica de Smith-Baker, controlada eon las extraeciones con aleohol-
éter v piridina. 81 bien las sustaneias grasas también pueden ex-
traerse con estos solventes; las mismas no reaccionan con el método
de Smith-Baker,

3¢) Los grupos sulfhidrilos, en nuestro estudio, existen en
menor proporeion que los fosfolipidos de la sustancia edrnea. No
dan reacciones inespecificas con la colovacion para fosfitidos eomo
se pudo comprobar eon los blogqueos previos eon cloruro mereirico
v las tinciones de control eon los métodos de Chevrémont v Frede-
ri¢ por una parte y el método de Smith-Baker por otra.

4%) No existen sales de fésforo simples, tales eomo fosfatos, va
gue ¢l método de Von Kossa, es en grado sumo, especifico para di-
chas sales v resulta negativo a nivel de la sustaneia edrnea,

De ello dedueimos que los compuestos de fosforo, cxistentes a
nivel de la eapa eérnea, se eneuentiran en combinaciones complejas,
del tipo de los fosfolipidos.

Ademds como va se explied en el capitulo de material v méto-
dos, en lo referente a la fijacion se ha estableeido, para los grupos
sulthidrilos, gue s6lo los unidos a las proteinas, permanecen en los
tejidos, mientras-gue los no unidos a estos euerpos pasan a la
solueion.

Es probable que los fosfolipidos también se encuentren unidos
a las proteinas, por su clevada resistencia a pasar al fijador. Este
sera motivo de posteriores estudios,

H') A pesar de que algunos autores sostienen que las colora-
ciones argentofilas podrian ser producidas por lipidos, en nuestro
cstudio, las impregnaciones han resultado siempre negativas en la
sustaneia eornea. Esto nos permite indirectamente también, econ-
cluir, que e¢n la eapa cérnea, no existen grupos cromdticos del tipo
del fenilo, que son responsables de las reacciones de argentofilia.
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CONCLUSIONES

I A nivel de la sustaneia edrnea existen grupos SH- y fos-
folipidos.

IT Por la intensidad de las reacciones, parecen ser mis abun-
dantes los fosfolipidos que los grupos SH-.

I1I Los eompuestos de fésforos no se encuentran en forma de
sales simples y porv su resistencia a solubilizarse en el fi-
jador, es probable que se encuentren unidos a grupos
proteicos.
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Fotomicrogratia Ne 1 - Sudidn 1ll, Se observa resultado moderadamente positivo en
la capa cdrnea.
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Fotomicrografia Ne 2 _ Sudan Black. Positivo en la sustancia cdérnea y en la capa
adiposa subcutinea.
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Fotomicrografia Ne 3- Método de Smith-Baker, intensamente positivoe en toda la

sustancia cormea y en parte de la granulosa

Fotomicrografia Ne 4.. Método de Smit-Baker, intensamente positivo a nivel de la
sustancia cornea y foliculo piloso.



Fotomicrografia Ne 5- Después de la extraccién con alcohol-éter, desaparece !a
positividad para el método de Smit-Baker

Fotomicrografia N¢ 6.. Después de la extraccidn con piridina, desaparece la posi-

tivigad del método de Smith-Baker.




Fotomicrografia Ne 7. - Método de Chevremont v Frederic para grupos SH-, pesitivo
de mediana intensidad, en la capa cérnea,

Fotomicrografia N? 8 _ Bloqueo con cloruro mercdrico, Desaparece la reaccion de
grupos SH- con el método de Chevremont y Frederic,
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Fotomicrografia N# 9 - Previo blogues con clordro mercurica, la técnica de Smith-
Baker para fosfolipidos es igualmente positivo,
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Fotomicrografia N2 10.- |Impregnacién argéntica, método de Del Ric Ortega, inten-
samente positiva con la melanina, Negativa en la capa cornea.



Fotomicrografia Ne 11.- Métode de Von Kossa, negativo en la sustancia cdrnea.

Fotomicrogra fa N? 12.- Métoao del sulfatg de Azul de Nilo, de Lorrain-Smith-Cain,
pasitivo en la sustancia cédmea,
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