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RESUMEN

La Técnica Tricromica de Gomori Modificada es una técnica para biopsias musculares en
congelacion. La técnica original fue creada por Gomori y se le conoce como “técnica de un
paso”, la cual fue concebida para biopsias musculares fijadas en formalina e incluidas en
parafina, dando una tincidon diferencial entre musculo y fibras coldgenas. En 1963, Engel &
Cunningham realizaron la adaptacion de esta técnica para biopsias musculares en congelacion y
cuya nueva caracteristica era la de tefir las fibras musculares de color verde azulado y las
mitocondrias rojizas. Quien popularizd esta nueva técnica fue el doctor Victor Dubowitz,
neurdlogo inglés que en la década de los 60 popularizo el uso de técnicas histoquimicas para
biopsias musculares; ¢l mostr6 la utilidad de esta técnica como apoyo diagnostico principalmente
para miopatias mitocondriales, asi como de otras patologias musculares (miopatias nemalinicas y
miositis con cuerpo de inclusion), ya que siendo una técnica no enzimatica logra una coloracion
diferencial entre las fibras musculares normales (verde-azulado) y las afectadas (rojas). Desde
entonces la técnica ha sido empleada como apoyo diagnostico en los laboratorios de anatomia
patologica y de investigacion.

Existen ciertos inconvenientes en la utilizacion de esta técnica que radican en ciertos aspectos de
la coloracion que no son reproducibles. Uno de ellos es el color que adquieren las fibras
musculares, el cual puede variar del verde al azul. Y el otro inconveniente es la aparicion de
sectores de fibras musculares de coloracion rojiza y de distribucién anormal, pese a ser realizados
en musculos normales o con afecciones que no tienen relacion con esa coloracion.

En este trabajo se realizaron diversas pruebas para estandarizar la técnica y lograr resultados
reproducibles y Optimos, realizando variaciones en el protocolo que incluyen cambios en factores
como el pH, la concentracion de acido acético y el uso de muestras fijadas en formol buffer e
incluidas en parafina y otras congeladas sin fijar.

Los resultados obtenidos demuestran que la coloracion de las fibras musculares de las muestras
fijadas en formol buffer e incluidas en parafina se ven a afectadas por el pH, y que las muestras
en congelacion y cortadas al criostato se ven afectadas en un grado menor. La concentracion del
acido acético parece no tener mayor influencia en la tonalidad y distribucién del color en las
fibras musculares. En las biopsias musculares fijadas en formalina e incluidas en parafina, la
coloracion rojiza de algunas fibras musculares y ciertas alteraciones morfologicas, no atribuibles
a alguna patologia, se debe a factores externos al protocolo de la técnica. La principal causa
probable de estas alteraciones es la inadecuada manipulacion de la muestra, lo cual al producir
distorsiones en la arquitectura interna del miocito generarian alteraciones de las reacciones
histoquimicas. En el caso de las biopsias en congelacion, puede atribuirse ademés de una mala
manipulacion, a la congelacion inadecuada que produce formaciones de cristales en las fibras, lo
cual alteraria también la reaccion histoquimica.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Antecedentes y motivacion

Como todo protocolo de técnica, existen ciertos inconvenientes a nivel de calidad de tincion. Si
bien es cierto este estudio no tiene como finalidad disminuir los costos de la técnica, si supone
una mejora cualitativa para promover y estimular su uso en laboratorios de Anatomia Patologica
y de investigacion.

El uso de la Técnica Tricromica de Gomori Modificada se utiliza como herramienta de apoyo
para el diagnéstico de diversas patologias musculares. Sin embargo, en nuestro pais parece ser
poco utilizada. Este es uno de los motivos por los cuales se busca indagar mas sobre éste tema.
En general existe escasa informacion al respecto. En libros de patologia se la menciona en las
secciones de patologia muscular principalmente y no se da mayor informacion sobre la técnica.
La bibliografia sobre técnicas de histotecnologia también es escasa, por lo cual se deduce que no
hay un estudio profundo del caso. Las referencias de revistas electronicas tampoco son muy
variadas sobre esta materia y los pocos que la mencionan, se refieren principalmente al uso de la
técnica como una mas dentro de su metodologia.

En la actualidad se cuenta con pruebas de alta especificidad y sensibilidad para resolver
problemas diagnésticos, pero que son muy costosos y en nuestro pais no pueden realizarse
popularmente. Es por eso que vale la pena rescatar las técnicas histoquimicas y situarlas como
utiles herramientas en nuestro contexto como pais.

1.2. Descripcion del problema

La Técnica Tricromica de Gomori Modificada es una técnica histoldégica para biopsias
neuromusculares. Tiene en su composicion cromoétropo 2R, diagnostico fosfotungstico, Fast
Green, diagnodstico acético glacial y Hematoxilina de Harris. Se usa para secciones de biopsias
musculares. Tifie los ntcleos rojo purpura, las miofibrillas musculares normales verde azulado, el
coladgeno color verde turquesa, los nucleos, la mielina y glébulos rojos se colorean de rojo. Es
muy util para demostrar miopatias mitocondriales y para la investigacion.

Se busca optimizar la técnica para obtener resultados reproducibles en cuanto a la distribucion
del color y demostrar su utilidad no solo para cortes en congelacion si no también para biopsias
fijadas en parafina. Podria haber un defecto en el protocolo que resulta en una tinciéon con
distribucion de colores no esperada. Los resultados obtenidos en el laboratorio anteriormente
arrojan estos resultados. Estos resultados no esperados son una mala distribucion del color y
tonalidad en las fibras musculares. Se obtienen coloraciones rojizas en vez de verde-azulado de
distribucion irregular y aleatoria y la distribucion del color verde muchas veces no es adecuada.
Este hecho es relevante en cuanto a que el principal uso de esta técnica es para diferenciar ciertas
patologias segun la coloracion de las miofibrillas.
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1.3. Solucion propuesta

Por medio de diversas pruebas de laboratorio realizadas en biopsias musculares se espera
comprender mejor esta técnica, optimizar los resultados obtenidos y analizar los resultados en
biopsias musculares fijadas en formalina e incluidas en parafina. El departamento de anatomia
patologica se beneficiaria de ésta optimizacion de la técnica que, pese a ser poco utilizada,
entrega evidencias importantes en ciertas patologias musculares.

1.4. Objetivos

1.4.1.- Objetivo general
Estandarizar Técnica Tricroémica de Gomori Modificada.
1.4.2. Objetivos especificos

e Optimizar la técnica Técnica Tricromica de Gomori Modificada para lograr resultados
reproducibles.

Utilizar la técnica en biopsias musculares fijadas e incluidas en formalina.

Comprender las razones de los resultados no reproducibles.

Incentivar su uso en los laboratorios.

Demostrar sus beneficios para el diagnostico como para la investigacion.

1.5. Metodologias y herramientas utilizadas

Se recolectd 16 biopsias musculares fijadas en formol buffer e incluidas en parafina y una
muestra congelada en freezer de musculo de esfinter anal. Se realizaron cortes seriados y se les
realizo técnicas de rutina (Hematoxilina-Eosina y P.A.S.) y la Técnica Tricromica de Gomori
Modificada con modificaciones en su protocolo como el pH y la concentracion del diagnodstico
acético. Se realizaron 5 pruebas distintas variando las muestras y los factores antes mencionados.

En general el laboratorio de desarrollo del presente trabajo contaba con la infraestructura y
materiales necesarios. El mayor inconveniente a ser considerado fue respecto a la obtencién de
muestras en congelacion. En el momento de realizarse este trabajo se encontraba indisponible el
método de congelacion en nitrogeno liquido. Ademas de esto, las biopsias musculares son muy
dificiles de conseguir, sobre todo las de musculo esquelético. Estos dos factores hacen que las
condiciones de esta investigacion que tiene referencia a las muestras en congelacion no fueran
Optimas.

1.5 Resultados obtenidos

Se esperaba solucionar el problema de la distribucion del color rojo en las fibras musculares con
esta técnica al modificar los factores del protocolo mencionados en la metodologia. Los
resultados obtenidos en casi todas las biopsias en mayor o menor medida junto a la alteracion de
la morfologia de éstas, hacen inferir que los factores que causan estos resultados son ajenos a la
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Técnica Tricromica de Gomori Modificada, pudiendo corresponder a la manipulacion previa de
las muestras o posiblemente a un efecto del exceso de fijacion.
En cuanto a las diferencias en las tonalidades, alteraciones en el pH conllevan un cambio en la
tonalidad que adquieren las fibras musculares, siendo la optima a pH 3.4, como lo indica el
protocolo original y se descarta una influencia relevante en la mala distribucion de la coloracion
por parte de la etapa de paso por agua acetificada al 0,2%.
Se podria realizar otras variaciones a futuro como variar el fijador utilizado, variar las
concentraciones de Fast Green, acido fosfotingstico o cromotropo 2R, cambiar algun
componente u otros cambios.

1.6 Organizacion del documento

Este trabajo se divide en 6 capitulos.

Capitulo2: Marco tedrico

Contiene fundamentos tedricos necesarios para la comprension del tema. Se describen
brevemente el funcionamiento e histologia de musculo y sus patologias relacionadas con la
técnica. También se hace una resefia sobre la Técnica de Gomori, su origen, sus componentes y
Sus usos.

Capitulo 3: Materiales y métodos

Se describen los métodos utilizados y se enumeran los materiales necesarios para el desarrollo del
trabajo.

Capitulo 4: Resultados

Acé se muestran y analizan los resultados obtenidos, segun las 5 pruebas realizadas. Incluye
imagenes.

Capitulo 5: discusion de los resultados
Se analizan y discuten los resultados obtenidos por medio de inferencia.
Capitulo 6: conclusion

Se plantean las deducciones realizadas de las diversas pruebas empleadas y las discusiones con
base teorica de los experimentos.



CAPITULO 2: FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Musculo esquelético normal
2.1.1Electrolitos y actividad neuromuscular

De acuerdo con [14], los nervios y las fibras musculares conservan un ambiente interno liquido,
diferente del medio externo o intersticial. Los principales constituyentes intracelulares son K,
Mg y P, mientras que los que se hallan en el exterior de la célula son Na, Ca, y CI, tanto en el
nervio como en el musculo las concentraciones de estos iones se mantienen dentro de los limites
estrechos mediante fuerzas eléctricas y quimicas que conservan las membranas en equilibrio
electroquimico (potencial de membrana en reposo) estas fuerzas son resultado de la
permeabilidad selectiva de las membranas a los diversos iones y de la expulsion continua de Na
intracelular a través de canales especiales por un mecanismo de bomba (bomba sodio-potasio),
cuya funcion depende de la enzima ATPasa de Na-K, que se localiza en las membranas [14].

2.1.2 Quimica de la contraccion

La contraccion de una fibra muscular es una serie de sucesos electroquimicos y a la vez un suceso
mecanico. El sarcolema, los tibulos transversos y el reticulo sarcoplasmico desempefian una
funcion en el control de la actividad de las fibras musculares. Tras la estimulacion nerviosa, un
potencial de accidén se transmite por el sarcolema desde la region de la placa motora terminal
hacia ambos extremos de la fibra muscular [14].

La despolarizacion se extiende por prontitud hacia el interior de la fibra a lo largo de las paredes
de los tubulos transversales, tal vez por un potencial de accion conducido. Los tibulos
transversales y las cisternas terminales del reticulo sarcoplasmico entran en proximidad estrecha
en los puntos referidos como triadas. Aqui la despolarizacién de los tibulos transversales se
transmite hacia el reticulo sarcoplasmico que libera el ca almacenado en su interior. El Ca se fija
a la proteina reguladora troponina y por tanto elimina la inhibicién que el sistema de troponina y
tropomiosina ejerce sobre la proteina contréctil activa, esto permite una interaccion entre las
moléculas de actina de los filamentos delgados y los puentes cruzados de las moléculas de
miosina en los filamentos gruesos y facilita que la adenosin trifosfatasa de miosina (ATasa)
desdoble el trifosfato de adenosina (ATP) a un ritmo rapido y por tanto proporciona la energia
para contraccion. Este cambio quimico causa el deslizamiento de los filamentos uno sobre el otro.
La relajacion ocurre como resultado de la recaptura activa de Ca por el reticulo sarcoplasmico
[14].

Los enlaces de pirofosfato de ATP que brindan la energia para la contraccion muscular deben
restituirse de manera constante mediante una reaccion que comprende intercambios con el
fosfageno difosfato de creatina, en la que los enlaces de fosfato de alta energia se almacenan.
Estas interacciones, tanto en la contraccion como en la relajacion, requieren la accion de la cinasa
creatina CK [14].
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La mioglobina, otra proteina muscular importante, funciona en la transferencia del oxigeno y en
dicho intercambio participan una serie de enzimas oxidativas. Las enzimas glucoliticas se utilizan
en la actividad metabdlica del musculo bajo condiciones anaerobias. Las fibras musculares
difieren entre si en su contenido relativo de enzimas oxidativas y glucoliticas [14].

Las fibras musculares ricas en enzimas oxidativas, llamadas Fibras tipo I, albergan mas
mitocondrias y grandes cantidades de mioglobina (por tanto son de color rojo). Tienen tasas de
contraccion y relajacion mas lentas, disparan de manera mas tonicas y son menos fatigables que
las fibras musculares deficientes en enzimas oxidativas. Las fibras tipo II ricas en enzimas
glucoliticas, disparan en descargas y se usan mas en las reacciones fasicas que durante las
sostenidas. La magnitud de la actividad de la ATPasa de miosina que gobierna la velocidad de
contraccion, es baja en las fibras ricas en enzimas oxidativas (tipo I) y alta en las fibras ricas en
enzimas glucoliticas (tipo II) [14].

La tincion de ATPasa de miosina a pH 9.4 se emplea para identificar estos tipos de fibras en los
cortes microscopicos. Las fibras tipo 1 tienen un contenido bajo en ATPasa de miosina y las de
tipo II, ricas en enzimas fosforilativas, poseen un contenido elevado de esta enzima. De aqui que
las fibras tipo I se tifian de forma ligera y las de tipo II con mayor intensidad. La reaccion inversa
ocurre a un pH 4.6 [14].

La fuente mas facilmente disponible de energia es el glucogeno, que se sintetiza y almacena en
las fibras musculares y provee cerca del 90 % de las necesidades energéticas del musculo bajo
condiciones de trabajo intenso [14].

2.1.2 Histologia

El musculo estriado, el liso y el cardiaco derivan del mesodermo y se han elongado en sentido
contrario a la contracciéon. Poseen numerosas mitocondrias para satisfacer las necesidades
energéticas propias de los musculos [8]. Contienen 4 proteinas principales encargadas en la
contraccion: la actina, la miosina, la tropomiosina y la troponina. Estos elementos contractiles
denominadas mi6 filamentos. Los filamentos gruesos estan formados por miosina, mientras que
las otras 3 proteinas se ubican en los filamentos finos [9].
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FIGURA 2.1 Moleculas de Actina, miosina, tropomiosina y troponina y modo de accion de
la contraccion [9].

Como las células musculares son mas largas que anchas, a menudo se les denomina fibras
musculares. A la membrana de la célula muscular se le denomina sarcolema y al citoplasma
sarcoplasma. Las mitocondrias son sarcosomas y el reticulo endoplasmico es el reticulo
sarcoplasmico. El diametro de las fibras musculares esqueléticas oscila entre 10 y 100 um [9].

El musculo esquelético esta revestido de tejido conectivo denso de coldgeno denominado
epimisio, que penetra en el interior de la sustancia del musculo microscépico y lo separa en
fasciculos. Estd rodeado por perimisio, un tejido conectivo mas laxo. Por ultimo cada fibra
muscular aislada dentro de un fasciculo esta envuelta en finas fibras reticulares, el endomisio.
[10].
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FIGURA 2.2 Esquema de la organizacion histologica del musculo [21].

El tejido conjuntivo del musculo también tiene vasos linfaticos y nervios [9]. La innervacion y la
irrigacion sanguinea del musculo transcurren por estos compartimentos interconectados del tejido
conectivo. Los musculos esqueléticos estdn compuestos de sincitios (fibras musculares,
miocitos). Cada fibra de musculo esquelético tiene una forma casi cilindrica y contiene multiples
nucleos alargados ubicados en la periferia de la célula justo por debajo del sarcolema y orientados
paralelamente a la longitud de la fibra.

Los denominados nervios motores son los encargados de controlar la contraccion de las fibras
musculares esqueléticas, los cuales se ramifican en el tejido conjuntivo del perimisio en el que
cada nervio origina numerosas ramas. En la zona de contacto con la fibra muscular, la rama final
del nervio pierde su vaina de mielina y forman una dilatacién que se introduce en una depresion
existente en la superficie de la fibra muscular. Esta estructura se denomina placa motora o uniéon
mioneural, en donde el axén esta recubierto por una fina capa de citoplasma de Células de
Schwan. La terminacién axdnica muestra abundantes mitocondrias y vesiculas sinapticas con el
neurotransmisor acetilcolina. En la union mioneural [9].

Las fibras musculares cortadas en sentido longitudinal muestran elementos contractiles
intracelulares, que son disposiciones paralelas de las miofibrillas organizadas en sentido
longitudinal. Esta disposicion produce un efecto global de bandas transversales claras y oscuras
alternadas que atraviesan cada célula del musculo esquelético.

Las bandas oscuras son bandas A y las claras, bandas I. cada una de las bandas I esta cortada por
un delgado disco Z oscuro, y la region de la miofibrilla que se extiende desde un disco Z hasta
otro disco Z, el sarcomero, es la unidad contractil del musculo esquelético. La banda A es cortada
por una zona H mas palida cuyo centro esta marcado por el disco M oscuro. Durante la
contraccion muscular las diversas bandas transversales presentan un comportamiento
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caracteristico, dado que el ancho de la banda A permanece constante, los dos discos Z se acercan
entre si hacia la banda A, Y la banda I y la zona H desaparecen.

En el musculo normal las fibras tienen un didmetro regular y acomodéandose una a otras tomando
contorno poligonal con angulos redondeados. Los mionucleos son periféricos ocupando posicion
subsarcolemal.

FASCICULOS

ST
AXONIOS MIELINICOS
. INTRAMUSCULARES
. INTRAMUSCUL

FIGURA 2.3 Histologia de misculo normal sefialando fibras musculares, fasciculos,
perimisio, endomisio y axones [19].

Segun estructura y composicion molecular, existen dos tipos de fibras musculares normales, las
tipo I y II. Las tipo I, son fibras de contraccion lenta y de fatiga dificil, que dependen de la
fosforilacion oxidativa para la obtencion de energia, por lo tanto son ricas en mitocondrias y en
mioglobina (que sirve para el transporte de oxigeno al interior de la fibra) Estas fibras estan
adaptadas para realizar contraccion sostenida. Las fibras tipo II en cambio, son fibras de
contraccion rapida y de fatiga fécil, que utilizan glicdlisis anaerobica para la obtencion de energia
y son pobres en mitocondrias y mioglobina.

2.2 Patologia muscular

Las enfermedades musculares son una causa importante de incapacidad. Muchas son de base
genética y comienzan en la infancia por lo que interfieren con la adquisicion de las primeras
habilidades motoras. Son muy importantes las medidas preventivas, diagndsticas y terapéuticas
de este grupo de enfermedades.

El diagnoéstico de una afeccion muscular se basa en tres pilares. El cuadro clinico, la alteracion
del EMG vy la elevacion de las enzimas musculares en la sangre lo que permite en muchas
ocasiones unicamente el diagndstico genérico de una miopatia. Para el diagndstico etiologico
suele ser necesario el estudio genético y bioquimico general y el estudio histologico y o
metabolico de la biopsia muscular.
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La aplicacion de las técnicas de genética molecular esta revolucionando el conocimiento y la
nosografia de la mayoria de las miopatias de base hereditaria y se ha convertido en un
instrumento esencial y de primera opcion que puede obviar la necesidad de hacer una biopsia
estrictamente diagnostica en muchos casos. Sin embargo la realidad en nuestro pais indica que
estos examenes son muy onerosos como para aplicarlos como herramienta diagndstica en nuestro
pais, por lo que la biopsia muscular sigue siendo la herramienta de primera opcion.

Todas las fibras de una misma unidad motora son del mismo tipo histoquimico. Hay pocas
miopatias que afecten selectivamente a uno u otro tipo de fibra. En general se atrofian todas ellas.
La atrofia selectiva de las fibras tipo II es inespecifica y se observa en muchas situaciones, desde
el desuso a muchas enfermedades generales.

Los signos histologicos comunes a al amatoria de las miopatias son la desproporcion marcada
del calibre de las fibras con algunas atroficas y otras hipertroficas. Las fibras hipertroficas tienen
tabiques internos. Y centralizacion de los nucleos. Hay un aumento del tejido conectivo y grasa
entre las fibras musculares. Las fibras pueden tener signos de necrosis con imagenes de fagotitos.
Otras fibras pueden mostrar signos regenerativos (basofilia con nucleos prominentes). Otras
imagenes de gran valor diagnostico son los focos inflamatorios en las miositis, las inclusiones y
las vacuolas ribeteadas en las miositis con cuerpos e inclusion, los depdsitos de glucogeno en la
glucdgenolisis o de lipidos en las miopatias lipidicas, los acimulos mitocondriales anormales
(fibras rojas rotas) y las imagenes caracteristicas de las diferentes miopatias congénitas. Las
tinciones de inmunohistoquimica permiten hoy demostrar el déficit de varias enzimas.

Las patologias musculares se pueden clasificar en 3 grandes grupos como muestra la tabla 2.1.

TABLA 2.1 Clasificacion general de la patologia muscular [11].

Clasificacion general de

la patologia muscular Sub-clasificacion 1 Sub-clasificacion 2
Distrofia de Duchenne
1.- Distrofias musculares Distrofia de Becker
2.- Miopatias Dermatomiositis
Inflamatorias Polimiositis

Miositis por cuerpo
de inclusién

Metabolicas Miopatias
mitocondriales
Congénitas central core
nemalinicas
3.-Enfermedades Atrofia mioespinal tipo I
neurogénicas Atrofia mioespinal tipo I1

Atrofia mioespinal tipo 111

La clasificacion de las miopatias en sus grupos principales se encuentra en la tabla 2.1.
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Describiremos solo las que tienen relevancia para nuestro trabajo de investigacion
2.2.1 Distrofias musculares

Son un grupo heterogéneo de enfermedades genéticamente determinadas en las que se produce
una degeneracion progresiva del musculo esquelético de comienzo general en la nifiez [10]. El
gen de la distrofina esta localizado en el cromosoma X (Xp21), uno de los genes mas grandes
hasta ahora descrito.

De las distrofias musculares, nos referiremos a las distrofias ligadas al cromosoma X y sus dos
variedades clasicas y mas importantes son la distrofia de Duchenne DMD vy la distrofia de
Becker. Corresponden a distrofinopatias, que tienen un gen mutante que codifica la distrofina,
que es una proteina estructural del citoesqueleto de la membrana del muasculo [11], la cual al estar
ausente determina una fragilidad y permeabilidad anormales de las membranas llevando a una
mala regulacioén del calcio que activa la hidrolisis de fosfolipidos y que produce la necrosis
progresiva de las fibras musculares [14].

2.2.1.1 Distrofia muscular de Duchenne

Es la enfermedad letal ligada al cromosoma X mas frecuente y la mas grave de las distrofias
musculares [1]. Su prevalencia es de 3/100.000 y la incidencia aproximada de 1/ 4.000 varones
nacidos vivos [14]. Afecta solamente a varones [11].

Se caracteriza por la rapida pérdida progresiva de la funcién muscular que comienza en las
extremidades inferiores y que progresa rapidamente y afecta posteriormente a todo el cuerpo [1].

Los primeros sintomas generalmente aparecen en los hombres de los 2 a los 4 afios de edad,
siendo caracteristico de esta distrofia el engrosamiento de las pantorrillas (seudohipertrofia) [10].
. El cuadro completo de la DMD incluye cardiomiopatia, miopatia esquelética y bajo coeficiente
intelectual. Por lo general, la muerte ocurre cerca de los 25 afios, debido particularmente a
trastornos respiratorios (pulmonares). [1]

La biopsia muscular se realiza principalmente para confirmar diagndstico, observandose signos
de necrosis frecuentemente en grupos de fibras e intensa infiltracién grasa y de tejido conectivo.
Son caracteristicas las fibras grandes redondas e intensamente eosinofilas.

2.2.1.2 Distrofia muscular de Becker

Estudios genéticos han demostrado que se trata de una entidad distinta ya que no se encuentra en
una misma familia [1]. Es un trastorno hereditario, caracterizado por una lenta y progresiva
debilidad de los musculos de las piernas y de la pelvis. Su incidencia aproximada es de /20.000
nacimientos de varones vivos. Aca la distrofina esta presente, a diferencia de la enfermedad de
Duchenne, pero es anomala. El sindrome clinico es similar en todos los aspectos a la DMD
excepto en su comienzo que es mas tardio y su evolucion mas lenta [14].
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El comienzo suele ubicarse entre el término de la nifiez y la adolescencia. [10]. La edad promedio
a la cual se vuelven incapaces de andar es de 25 a 30 afios y las mujeres raramente desarrollan
sintomas. La capacidad para caminar puede continuar hasta los 40 afios de edad o mas. El
diagnostico es similar a la Distrofia muscular de duchenne [14].

2.2.2 Miopatias inflamatorias

Las miopatias inflamatorias idiopaticas (MII) o miositis idiopaticas constituyen un grupo de
enfermedades caracterizadas por inflamacién muscular primaria con necrosis de fibras [11]. Se
encuadran en las enfermedades neuromusculares, que cursan con pérdida de fuerza y/o dolor
muscular, y comprenden: a) trastornos de motoneurona; b) trastornos de la transmision
neuromuscular, y ¢) trastornos intrinsecos del musculo o miopatias.

Afecta a personas de todas las edades, con un pico de incidencia en nifios de alrededor de 10 afios
de edad y otro en adultos alrededor de los 40. En las MII asociadas a cancer y por cuerpos de
inclusion la edad de comienzo es mayor, en torno a 60 afos. Estas enfermedades son
consideradas autoinmunes, aunque se desconoce su etiopatogenia. La forma de presentacion mas
frecuente de las MII es la pérdida de fuerza proximal y simétrica.

Las tres pruebas fundamentales para el diagnostico de MII son la determinacién sérica de
enzimas musculares, el electromiograma y la biopsia muscular’.

Las miopatias inflamatorias son caracterizadas patoldégicamente por mionecrosis e infiltrado
mononuclear infiltra y clinicamente por la debilidad y debilidad muscular y CK y VHS elevadas.
Las miopatias inflamatorias principales son:

e Polimiositis (PM),
e DM dermatomiositis (DM)
e Miositis de cuerpo de inclusion (MCI).

2.2.2.1 Miositis por cuerpo de inclusion

La miositis de cuerpo de inclusiéon o MCI es la tercera forma principal de miopatia inflamatoria
idiopatica después de la polimiositis y dermatomiositis. Se caracteriza por presentarse en
ancianos [11].

Los datos histologicos caracteristicos son las vacuolas "bordeadas" con granulos basofilos en su
interior y las inclusiones tubulofilamentosas, intranucleares e intracitoplasmaticas en las
miofibras, aunque el dato mas especifico es la demostracion ultraestructural de filamentos de
15-21 nm de diametro.

La biopsia muscular muestra miositis, necrosis y vacuolas intracitoplasmaticas e inclusiones
filamentosas en el citoplasma [11].Las vacuolas contienen un material granuloso basofilo y estan
rodeadas por el, aspecto que establece la diferencia con las vacuolas reconocidas en algunos
casos de polimiositis. Los estudios ultraestructurales ponen de manifiesto que se acumula esta
proteina en los focos de la estructura tubulofilamentosas anormales tanto en los ntcleos como en



15
CAPITULO 2: FUNDAMENTO TEORICOS
los citoplasmas o cerca de estos focos. No esta clara la naturaleza de estos diversos cambios
miopaticos.

La tincion de Gomori modificada muestra fibras musculares conteniendo vacuolas (flechas
abiertas) e infiltrado inflamatorio mononuclear invadiendo una fibra muscular no necrotica
(flecha negra). Copyright, Isabel P Collins, MD, 2000.

FIGURA 2.4 Tincion Tricromica de Gomori Modificada 40x [22].
2.2.3 Patologias metabolicas

2.2.3.1 Miopatias mitocondriales

Las patologias mitocondriales son un grupo heterogéneo y complejo de enfermedades que pueden
afectar a distintos tejidos. Algunas enfermedades mitocondriales estan limitadas al musculo y
otras muchas producen una afeccion multisistémica. La distribucién de mitocondrias anormales
puede ocurrir en varios tejidos y drganos del cuerpo. Los mas afectados son aquellas que tienen el
metabolismo oxidativo alto, vale decir que dependen predominantemente de la energia
mitocondrial, como el sistema nervioso central, musculatura esquelética, rifiones, sistema
endocrino, retina, corazon. Por ello se habla también de citopatias mitocondriales. Puede haber
una amplia variacion y combinacion de signos y sintomas, originando varios sindromes
mitocondriales. [13] Nos referiremos a las patologias mitocondriales musculares.

Las mitocondrias son las organelas pequefios encargadas de la produccion de la mayor parte de la
energia de las c€lulas a través de la sintesis de ATP mediante reacciones de oxidacion-reduccion
secuenciales localizadas en la matriz y en la membrana interna de la mitocondria, la cual se
realiza en varios pasos metabodlicos cada uno de los cuales pueden dar lugar, si se alteran, a
cuadros clinicos [13]. Estos pasos son:

Transporte de sustratos

Déficit de sustrato

Ciclo de Krebs

Acoplamiento oxidacién fosforilacion
Cadena respiratoria.

Nk W=
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Las tultimas etapas de la produccion de energia se llevan a cabo mediante el sistema de
fosforilacion oxidativa localizado en la membrana interna mitocondrial. La tendencia general hoy
en dia es restringir el concepto de enfermedades mitocondriales a las que afectan la via final de la
fosforilacién oxidativa en la cadena respiratoria y mas en concreto a las que se deben a
mutaciones en el ADN mitocondrial (DNA mt). Los defectos metabolicos mitocondriales

identificados hasta el momento son defectos en los complejos proteicos de la cadena respiratoria
LY V. [14].

La mitocondria posee una composicion genética peculiar, puesto que cada mitocondria posee su
propio DNA mitocondrial distinto del DNA nuclear. Trece de las subunidades de los complejos
enzimaticos de la cadena respiratoria, aproximadamente una quinta parte de las proteinas
implicadas en la fosforilacion oxidativa mitocondrial, son codificadas y sintetizadas por el
genoma mitocondrial [10]. Este hecho contribuye a la complejidad de sus alteraciones.

El ADNmt o ADN mitocondrial es una pequefia molécula circular de ADN de 16.6 Kb [10].
presente en la matriz mitocondrial a razén de 5 a 10 copias por organela. Las mutaciones en esta
ADN son comunes y de dificil reparo. Son transmitidas a las generaciones siguientes por herencia
materna, diferente de la herencia mendeliana. Es por esto que las miopatias siguen un patron de
herencia particular. Se afectan generaciones sucesivas y se presentan en ambos sexos como en la
herencia autosémica dominante, pero inicamente las transmiten las mujeres dado que el ADNmt
se hereda exclusivamente de las madres (por ser el ovocito el que aporta la gran mayoria de
mitocondrias en el momento de la fecundacion al embrion) [12]. Este hecho explica que estas
enfermedades se transmitan desde la madre a todos los hijos independientemente del sexo de
éstos y por ello el trastorno nunca puede heredarse del padre.

Las mutaciones mas comunes son puntuales, pero pueden haber deleciones y duplicaciones de
largos segmentos de ADN. La distribucion de las mutaciones en el DNAmt es irregular en las
c€lulas. En la multiplicacion celular embrionaria las mitocondrias son repartidas entre las células
hijas de forma aleatoria. Si hubieran mutaciones en el ADNmt, éstas pueden afectar solo una
parte de las organelas a distribuir, de manera que ciertas células tendrdn muchas mitocondrias y
otras pocas. Si la proporcion de organelas con ADN mutante excede un valor limite, las
mitocondrias funcionantes serdn insuficientes para generar energia a la célula. Las mitocondrias
entonces proliferan numéricamente (alteracion de tipo policlonal) y/o aumentan de volumen
(alteracion de tipo megaconial) incrementando las masas de estas organelas en el citoplasma.
Pueden también perder la morfologia normal (dupla membrana con membrana interna sinuosa
formando crestas) y asumir configuraciones bizarras y formar inclusiones para-cristalinas [14].

El diagnodstico de este grupo de enfermedades se basa en el conjunto de datos clinicos,
alteraciones analiticas, alteraciones histopatoldgicas y patrones de herencia. Se presentan
tipicamente al principio de la etapa adulta (menos frecuentemente en la infancia) y se manifiestan
en forma de debilidad muscular proximal, a veces con grave oftalmoplejia externa. La debilidad
puede estar acompafiada de otros sintomas neuroldgicos, acidosis lactica y miocardiopatia.

Con base a las manifestaciones clinicas y hallazgos en los estudios diagnosticos, algunas de las
enfermedades mitocondriales se han agrupado en sindromes bien descritos relacionados a
mutaciones definidas. Los principales sindromes [14] son:
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a) Miopatias mitocondriales
b) Sindrome de Kearns-Sayre
c) Encefalomiopatias mitocondriales
d) Sindrome de MERFF
e) Sindrome de MELAS
f) Sindrome de NARP

a) Miopatias mitocondriales

Son los sindromes mas frecuentes, con fenotipos muy variados. Son miopatias simétricas que
comprometen la musculatura proximal, reconocidas por primera vez en 1966 por Shy et al.
Pueden ocurrir a cualquier edad, aisladamente o en combinacion con la disfuncion del SNC. De
las mutaciones asociadas al sindrome predominantemente miopaticas la mas comun esta en la
posicioén 3250 do genoma mitocondrial.

Los signos y sintomas frecuentes son la debilidad, la intolerancia al ejercicio, debilidad muscular
proximal, y oftalmoplejia, que estan presentes en mayor o menor medida en los diferentes tipos
de miopatias [12]. La progresion es extremadamente lenta y el paciente puede llevar una vida
practicamente normal. Si su presentacion es precoz, estamos hablando del extremo grave de la
enfermedad esta una miopatia infantil con flaqueza y acidosis lactica que se vuelve evidente en la
1* semana de vida y es fatal antes de un afio. La actividad de la citocromooxidasa estd
practicamente ausente en el tejido muscular.

El diagnostico se realiza principalmente por medio de biopsia muscular. Histologicamente, se
pone de manifiesto las alteraciones existentes a nivel mitocondrial. Las alteraciones pueden ir de
minimas a intensas. Puede haber variacion del didmetro y contorno irregular de las fibras, que
pueden ocurrir en miopatias de varias naturalezas. El hallazgo principal y mas caracteristico es la
aparicion en el sarcoplasma de multiples “rasgaduras” o “hendiduras” vacias tapizadas por
material fuertemente positivo con las técnicas de enzimas oxidativas (NADH, SDH, COX). Estas
masas sarcoplasmaticas también se acumulan por debajo del sarcolema, y consisten en
mitocondrias aumentadas en nimero y tamafio, con crestas anormales y con “cristaloides” en los
espacios intercrestas. La naturaleza mitocondrial del material es demostrable por la reaccion
SDH, una enzima que solo existe en las mitocondrias o por microscopia electrénica, donde se
comprueba que contienen acumulaciones de mitocondrias con una distribucion, tamafio y
morfologia anormales y algunas de las fibras contienen inclusiones paracristalinas con forma de
aparcamiento [12].
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FIGURA 2.5 Micrografia electronica que muestra inclusiones tipo aparcamiento [12].

Con la histoquimica, este material es demostrable mediante la Técnica Tricrémica de Gomori
Modificada, que muestra las llamadas, en inglés, “Ragged Red Fibers”, cuya traduccion seria
algo como “ fibras rojas rotas” o “fibras rojas melladas”, debido a que también se asocian a una
deformacion de las miofibrillas y el contorno de la fibra muscular se vuelve irregular. [12]. Este
es el hallazgo caracteristico (aunque no patognomoénico) ya que no todas las enfermedades
mitocondriales presentan fibras rojas rotas en la biopsia, si no solo aquellas que producen
alteraciones en la estructura de las mitocondrias. Se observan fibras “rojas rotas” en general en
las enfermedades que se deben a grandes mutaciones de ADNmt que se transcribe a un ADNt. No
suele haber ese tipo de fibras anormales en las enfermedades con mutaciones puntuales del
ADNmt que se transfiere a un ARN mensajero, aunque hay excepciones a esas reglas.

El diagnostico diferencial de las fibras “rojas rotas” debe hacerse con los cuerpos nemalinicos,
los cuales también pueden tefiir rojo y luego acumularse bajo el sarcolema, pero no tiene
reactividad enzimatica.

FIGURA 2.5 Miopatia mitocondrial que muestra una fibra irregular con colecciones
subsarcolemales de mitocondrias que se tifien de rojo con el Tricromico de Gomori
Modificado (fibra roja mellada) [12].
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En la tincidon enzimatica para citocromooxidasa (COX) la mayoria de las fibras rojas rotas son
negativas para COX (son positivas en el sindrome de MELAS). La presencia de fibras negativas
para COX en una persona joven es patologica, aunque en las personas mayores puede haber un
pequefio porcentaje de ellas. Los niveles de CPK pueden estar normales o discretamente
elevados.

Hay que tener en consideracion que alteraciones mitocondriales como las descritas pueden estar
presentes en enfermedades tan diversas como distrofias musculares, miopatia
facio-escapulo-humeral, polimiositis, dermatomiositis, miositis por cuerpos de inclusion, atrofia
por denervacion, y déficit de maltasa 4cida del adulto, por lo cual el conjunto de datos clinicos,
junto a las alteraciones en las pruebas analiticas, asi como el estudio genético, permiten
establecer el diagndstico.

b) Sindrome de Kearns-Sayre

El sindrome de Kearns-Sayre o “oftalmoplejia plus” [12]. fue la primera de las patologias
mitocondriales descritas y representa la forma mdés severa. Las manifestaciones clinicas
principales son la oftalmoplejia externa progresiva, la retinitis pigmentosa, bloqueo cardiaco,
entre otros [12]. Los nifios que logran sobrevivir, desarrollan el sindrome de Kearns-Sayre. El
defecto genético mas frecuente es una deleccion del ADNmt < (95%) y aparece casi siempre de
forma esporadica en una persona joven, aproximadamente antes de los 20 afios.

Para los clinicos el problema principal de las enfermedades mitocondriales es su heterogeneidad.
Son capaces de presentarse por una constelacion de signos y sintomas. A veces es la historia
familiar la que da la clave al problema. La evaluacion incluye determinacion de acido lactico
sérico y biopsia muscular.

c) Encefalomielopatia necrotisante subaguda, ou sindrome de Leigh.

En grupo de sindromes los pacientes presentan una combinacion de signos y sintomas de
disfuncion cerebral y de miopatia mas o menos grave. Es una dolencia mitocondrial familiar o
esporadica con una amplia gama de manifestaciones clinicas.

Las alteraciones patoldgicas consisten en focos bilaterales simétricos de necrosis espongiforme
con degeneracion de la mielina y proliferacion vascular. La histoquimica es normal pero el
numero de mitocondrias esta aumentado en el musculo. Varias mutaciones mitocondriales
pueden dar el cuadro clinico y patoldgico de éste sindrome [19].

d) Epilepsia mioclonica con ragged red fibers (MERRF).

Se presenta como una epilepsia mioclonica progresiva o ataxia mioclonica. Hay varios tipos de
crisis covulsivas asociadas a exposicion a luz fuerte. La ataxia tiende a primar progresivamente,
eclipsando las mioclonias y convulsiones. La miopatia es generalmente inaparente. La
observacion de anormalidades mitocondriales en las fibras musculares es necesaria para el
diagnéstico clinico. Cuando mas precoz el inicio, mas grave es la dolencia.



20
CAPITULO 2: FUNDAMENTO TEORICOS
e) Miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosis lactica y episodios tipo AVC (MELAS).

El desenvolvimiento es inicialmente, seguido por retardo de crecimiento, convulsiones
generalizadas o focales y episodios que parecen accidente isquémico. Puede haber una acidosis
lactica. Histologicamente, la mayoria de los pacientes tiene fibras del tipo “ragged red”, pero la
flaqueza e intolerancia al ejercicio son mas bien raras. Las fibras rojas rotas son positivas para
COX.

f) Sindrome de neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP).

Puede incluir retardo del desarrollo, convulsiones y debilidad proximal. La herencia es materna.
Es causada por una sustitucion de un solo nucleétido en la posicion 8993 del DNAmt. Esto
genera un error en la ATPsintetasa (complejo V). La severidad de la enfermedad es proporcional
a la cantidad de DNA aberrante en el genoma mitocondrial [19].

2.2.3 Miopatias congénitas

Son un grupo heterogéneo de patologias, caracterizadas por la presencia de lesiones
anatomopatoldgicas especificas. De patogénesis desconocida, pese a que se han descrito algunos
defectos genéticos. Muchas son hereditarias. Existen algunas manifestaciones clinicas comunes
como debilidad muscular de muy lenta progresion que puede asociarse a alteraciones
esqueléticas, cardiacas y oculares.

Describiremos los aspectos mas importantes que tienen relacion con nuestro trabajo de la
patologia nemalinica y la miositis de cuerpo de inclusion.

2.2.3.1 Miopatia nemalinica

Puede presentarse en el periodo neonatal o en la primera infancia, aunque también existen formas
del adulto. Existen formas con herencia autosémica dominante y recesiva.
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FIGURA 2.6 Cuerpos nemalinicos con tincion tricromica de Gomori. [12].

Se caracteriza por un acumulo de corpusculos bastoneiformes de 1-5 ¥m de longitud en fibras
musculares. Comtinmente el acimulo es subsarcolemal, vale decir, en la periferia de la fibra.
Pueden ser dificiles de identificar con HE, pero son bien nitidos con Tricroémico de Gomori
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Modificado, donde se colorean de bermellon en contraste con las miofibrillas coloreadas de azul
verdoso. En la reacciéon de ATPasa se notan como iméagenes negativas ya que no reaccionan.
Suele existir, ademas, un predominio y atrofia de las fibras de tipo I.

FIGURA 2.7 De izquierda a derecha: tinciéon con H-E, Tricromico de Gomori Modificado
ATPasa (tipol, por tratarse de ATPase eN pH.4.6). [19]

[37] Los cuerpos nemalinicos tienen una estriacion longitudinal; tienen propiedades bioquimicas
y estructurales de discos Z y parecen derivar de proteinas asociadas a las bandas Z,
principalmente alfa-actina. Aunque los cuerpos nemalinicos son la marca diferencial del la
miopatia nemalinica, ellos son vistos también en fibras que han perdido filamentos gruesos,
miopatias asociadas con ciertos tipos de virus VIH, algunos casos de dermatomiositis y
polimiositis.

2.2.3.2 Enfermedad de los cuerpos centrales (CENTRAL CORE)

Es la mas frecuente de las miopatias congénitas benignas. Se trasmite con un patron de herencia
autosémico dominante.

Los cuerpos centrales (cores) son zonas cilindricas situadas en el centro (aunque también pueden
estar en la periferia) de las fibras musculares en las que no existen mitocondrias, por lo que se
detectan facilmente cuando se utilizan marcadores de la actividad oxidativa tales como el NADH,
la SDH o COX). [37]. Aunque de forma menos llamativa, también son visibles con el tricromico
de Gomori. En los cortes transversales, estas estructuras pueden ser unicas y estar situadas en el
centro, o bien multiples. Utilizando una técnica de ATPasa, éstos cuerpos pueden manifestarse o
no. En los llamados cuerpos estructurados se conserva la actividad ATPasa, puesto que la
estructura de los sarcomeros se conserva, aunque existe una cierta pérdida de la correspondencia
o desplazamiento de las lineas Z, que adoptan una estructura en zig-zag. Por el contrario, en los
cuerpos no estructurados existe una completa desorganizacion del patron miofibrilar, con total
destruccion de las bandas, por lo que se pierde la actividad ATPasa. Los cuerpos centrales
aparecen en las fibras de tipo 1. Junto a estas alteraciones, suele existir un predominio de fibras de
tipo I que en algunos casos puede afectar al 100% de las fibras.

2.2.4 Enfermedades neurogénicas
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La denervacion es una de las alteraciones patoldgicas mas comunes en el musculo. Ocurre la
perdida del ax6on motor o de toda la motoneurona. Existen muchas causas. La fibra muscular
denervada sufre de atrofia simple, con reduccién de volumen por disminucion del numero de
miofibrillas. El contorno externo de la fibra, que normalmente es poligonal con angulos
redondeados se torna angulado, debido a la compresion por las fibras vecinas atréficas.

Hay variacion del didmetro de las fibras, siendo las menores atroficas (denervadas) y las mayores
probablemente hipertroficas. Como las fibras atréficas quedan proximas, se habla de una atrofia
en pequefios grupos, otra importante caracteristica de la denervacion cronica.

Las alteraciones atréficas pueden resultar de diversas alteraciones, como puede ser el
envejecimiento por disminucion del riego sanguineo, la inmovilizacion, la desnutricién, por
enfermedades cronicas y en particular por denervacion, cuya alteracion puede encontrarse a nivel
medular o en los nervios periféricos [10]. Una de las formas de diagnosticar esta patologia es por
biopsia muscular aplicando técnicas que demuestren una degeneracion de los filamentos
nerviosos [10]. Pueden afectar a ambos tipos de fibra, pero sobre todo al tipo 2 [11].

2.2.4 Atrofias

2.2.4.1 Atrofia muscular espina (AME)

Tres tipos principales de atrofias muscular espinal (AME): amiotrofia espinal tipo I, IT y III. [1].

La forma cléasica y mas grave es la enfermedad de Werdnig-Hoffman o amiotrofia espinal infantil
tipo 1 y se hereda de modo autosémico recesivo, siendo después de la fibrosis quistica la
principal causa de muerte por herencia recesiva. [1]. Se caracteriza la presencia en los neonatos
de una debilidad poco habitual, a los que se les denomina “nifios flacidos”. Generalmente pocos
sobreviven después de un afio (adams).

La amiotrofia espinal proximal o tipo III, de la infancia y la juventud, la atrofia es menos intensa
que la tipo I, es conocida como enfermedad de Wohlfart-Kugelberg-Welander, en la cual el inicio
es mas tardio. [1]
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QERT O TN (T
11las, denominadas «inclusiones

FIGURA 2.8 Alan stevens. Ame grandes areas musculares formadas por minusculas fibras
no inervadas que contrastan con las mas grandes, si inervadas [11]..

La biopsia muscular de las amiotrofias muestran grandes grupos de miofibras anormalmente
pequefias que nunca han estado inervadas [11] espinales hay claramente dos poblaciones
musculares y un cambio en la distribucion de los tipos de fibras [11]. Una de fibras mayores y
otra de fibras muy atroéficas,

pudiendo llegar a ser 5 veces menor. Es caracteristico que las fibras formen grandes grupos
(atrofia en grandes grupos) y fasciculos enteros pueden estar compuestos por fibras atroficas. Las
fibras mayores probablemente no son normales sino hipertrofias, para compensar el déficit
funcional de las atroficas. Las fibras musculares atroficas tienen, sin embargo, una arquitectura
semejante a la de las normales, siendo los nucleos periféricos y de contorno circular. No se
observan fibras atroficas anguladas porque el caracter angulado esta dado por la compresion por
las fibras vecinas, y acé este fenomeno no ocurre.

2.3 Biopsias de musculo y nervio.

La biopsia muscular es una de las herramientas mas poderosas para el diagnostico de

miopatias. Sin embargo, tiene el inconveniente de que las técnicas habituales son

insuficientes. El tejido muscular presenta alteraciones muy inespecificas comunes a multiples
patologias cuando se valora mediante la técnica de Hematoxilina y Eosina. Para encontrar
alteraciones especificas de enfermedades concretas es necesario profundizar mas en la valoracion
del tejido. Y esto supone, por ejemplo, valorar el estado de los diferentes tipos de fibras
(basicamente tipo 1 y 2), el estado oxidativo, la presencia de inclusiones, etc. En resumen, deben
emplearse técnicas histoenzimaticas. [1]

Para que el diagnostico por medio de biopsia muscular tenga valor diagnostico, las técnicas tanto
quirirgicas como microscopicas deben ser muy precisas. El misculo que se elige para el estudio
tiene que ser accesible; asi mismo es necesario contar con evidencias de que esta afectado pero
no del todo destruido por la enfermedad en cuestion. No debe haber sido sitio de estudio o
inyeccion o estudio de EMG recientes puesto que el trauma de las agujas produce lesiones
necrosantes e inflamatorias locales. La biopsia muscular ayuda a distinguir entre diversos
trastornos basicos en los pacientes con enfermedad neuromuscular. [1]



24
CAPITULO 2: FUNDAMENTO TEORICOS

Ninguno de los resultados de los procedimientos diagndsticos de laboratorio son infalibles para
una enfermedad neuromuscular especifica. Cada procedimiento esta sujeto a errores técnicos y
sus hallazgos, a interpretaciones erroneas. Un espécimen de biopsia puede resecarse de un
musculo o una porcidon de un musculoso afectado y a causa de este error de muestreo, puede ser
negativo en presencia de evidencias clinicas obvias. La reseccion torpe, la fijacion y la tincion
inapropiadas pueden producir artefactos que quizds se interpreten de manera erronea como
caracteristica de una enfermedad cuando, de hecho, el musculo y el nervio son normales desde el
punto de vista microscopico. Como sucede en el estudio de todas las enfermedades, los datos de
laboratorio solo tienen significado si se valoran a la luz de los hallazgos clinicos [1].

2.4 Técnica Tricromica de Gomori Modificada.
2.4.1 Historia

La Técnica Tricromica de Gomori Modificada es una variacion de la Técnica Tricromica de
Gomori de un paso, que fue modificada para la tincion de fibras musculares congeladas. Esta
técnica combina la tincion plasmatica (cromotropo) 2 R) [24] y tincion del tejido conectivo (FCF
o Fast Green) en una solucion de acido fosfotungstico a la cual se le agrega acido acético glacial
[24].

En 1963, WK Engel & GG publicaron una modificacion a la tincion Tricromica de Gomori para
secciones musculares congeladas y cortadas en criostato sin fijar Cunningham (Engel &
Cunningham, (1963) Rapid examination of muscle tissue. An improved trichrome method for
fresh frozen biopsy specimens. Neurology, vol.13, pp.921 13: 919-923). Esta difiere en
importantes aspectos del método original (Tricromico de Gomori de un paso).Ver tabla 2.2. [15].

TABLA 2.2 Comparacion de las técnicas tricromica original y la modificada.

Técnica Tricromica de Gomori de un paso | Técnica Tricromica  de Gomori

Modificada
Utiliza tejidos fijados, Utiliza tejidos no fijados,
incluidos en parafina, En congelacion

la tincion utiliza el post morfiente fijador de | No utiliza fijador de Bouin
Buin (tipico de las coloraciones tricromicas)
El Ph de la solucion va entre 1.5-2.5 pH. El pH de la solucién debe ser 3.4

Los musculos se tifien rojos y el tejido | Los musculos se tifien verde-azulado y el
conectivo verde. tejido conectivo verde turquesa.

Hecho para diferencia fibras musculares | Para demostrar mitocondrias y cuerpos
(rojo) de tejido conectivo (verde) nemalinicos, en rojo.

El medico que popularizo el empleo de la histoquimica, incluyendo esta técnica, en las biopsias
musculares fue Victor Dubowitz un neurdlogo ingles de nifios en la década 60, quien ha
publicado dos libros en los que habla sobre técnicas histoquimicas como apoyo para el
diagnostico de patologias musculares [5], [6] presenta la técnica de biopsia muscular como una
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importante herramienta aspectos relacionados al a aplicacion de las técnicas histoquimica,
microscopia electronica e inmunocitoquimica y la interpretacion diagnostica de las patologias
musculares.

Esta técnica modificada por Engel & GG Cunningham se usa principalmente para las tinciones
musculares. La técnica de Gomori de un paso consiste en el protocolo presentado en la tabla 2.3.

TABLA 2.3 Protocolo de técnica tricromica de Gomori de un paso.
Procedimiento Tiempos

1. Desparafinar ¢ hidratar hasta agua destilada
2. Colocar en fluido de Buin en estufa a 56° 1 hora
3. Lavar en agua corriente hasta que el colore amarillo
se vaya
4. lavar en agua destilada
5. Teiiir en hematoxilina de Weigert 10 minutos
6. Colocar en solucion tricromica de Gomori 20 minutos
7. Enjuagar con acido acético al 1%
8. Enjuagar con agua destilada
9. Deshidratar y montar

Los resultados son:
e Fibras musculares: rojas
e C(Colageno: Verde
e Nucleos: negros o azul oscuro
El protocolo de la Técnica Tricromica de Gomori Modificada segtin la publicacion de Engel &

Cunningham se presenta en la tabla. 2.4. [15].

TABLA 2.4 Protocolo de técnica tricromica de Gomori Modificada.

Procedimiento Tiempos
1. secciones sin fijar en Hematoxilina de harris | 5 minutos
(hemalum).
2. lavar en agua destilada 3 cambios
3. Coloracion en la Tincion de Gomori 10 minutos
4.- Paso por acido acético 0,2 % Dipping (a few
dippings)
5. Deshidratar y montar en Permount

Soluciones

Gomori's Trichrome
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e Solucion A

Chromotrope 2R........cccccecevvenennne. 0.6 gm

Light Green, SF yellowish................ 0.3 gm

Phosphotungstic acid.............c.......... 0.6 gm
e Solucion B

Glacial acetic acid........cccceevueeeennne 1.0 ml

Distilled Water........c.cccccevvvereenennn. 100 ml

[2].

Segun [2], esta Técnica Tricromica de Gomori Moho cada cuando se aplica a secciones frescas,
revela mas detalles estructurales en parafina. Ademas, esta tincion facilita la Interpretacion de la
histoquimica enzimatica del mismo espécimen, asi como siendo una coloracion rapida para una
evaluacion preliminar. Otra diferencia esta en el no uso de hematoxilina como colorante nuclear,
ya que los nucleos adquieren, aun sin tincidon nuclear, una coloracién rojiza.

La biopsia de musculo estriado esquelético es importante realizarla para el diagnostico especifico
de las enfermedades neuromusculares. En este caso, la técnica de Gomori Modificado se
caracteriza por colorear las “ragged red Fibers” o “fibras rojas rotas”.

FIGURA 2.9 Tincion tricromica de Gomori Modificada. A la izquierda, una pronunciada
proliferacion mitocondrial. Aca las mitocondrias han reemplazado la mayor parte de las
estructuras de una de las fibras musculares. A la derecha, Ragged red fibbers. [33]

2.4.2 Principios de reaccion
Esta coloracion no enzimatica basada en la afinidad diferencial de los componentes tisulares para
tinciones de diferentes colores [2]. Fue concebida para para biopsias musculares en congelacion.

El grosor ideal para cortes en congelacion es de 8um [2].

Los detalles de las modificaciones no fueron dados por los autores. Es por eso que variaciones de
la técnica tienen efectos desconocidos. Engel & GG Cunningham no hacen referencia a la
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importancia de cada uno de sus pasos. Los aniones del acido fosfotungstico (PTA) cambia a otros
aniones (algunos mas grandes o mas pequefios) en soluciones con pH sobre 2. [16].

En la mayoria de las técnicas tricromicas contenientes PTA, el pH es menor a 2. En el caso de la
solucion tricromica de Gomori ademads, todos los componentes son acidos con pH bajos [26]. En
un estudio realizado por la [16] se intento explicar los mecanismos de tincion del Acido
fosfotiingstico, investigando el modo de interaccion de los metales pesados para definir el tipo
de grupos funcionales en los sustratos responsables para la union de PTA. Los resultados
obtenidos sugieren que las uniones del Acido se mostraron selectivos para grupos cargados
positivamente. Debido a que la interaccion del Acido fosfotingstico con cationes organicos es
pH dependiente.

Recientemente, Quintarelli, Cifonelli y Zito y Scott por separado han proporcionado pruebas de
que los polimeros ricos en hidroxilos pueden formar policationes que facilmente pueden ser
precipitados por PTA. El PTA puede ser usado en un grado 6ptimo pH en el cual ocurre una alta
unién de proteina; la integridad de la molécula PTA es mantenida dentro de una gama estrecha
de pH ya que un movimiento hacia el lado alcalino lo divide, por lo visto a dos componentes
diferentes quimicos; cuando la concentracion de i6n de hidrogeno es disminuida la reaccion de
tincion no es mas selectiva [16].

Otro punto a analizar es el paso por acido acético al 0,2%, cuya finalidad es hacer los colores
finales mas delicados y transparentes [39]. Otra vez nos encontramos con un problema ya que los
autores de esta técnica solo indican el paso o “dipping” por esta solucion, la cual normalmente
previene la remocion de colorantes anidnicos, lo cual es el opuesto a la diferenciacion en esta
técnica [26]. En cuanto al tiempo que debe ser este paso, los tiempos son variables, siendo segin
algunos autores de solo un “dipping” hasta un paso por acido acético al 0,2% por 30 segundos

[2].
Los pasos siguientes sugeridos por Engel & GG Cunningham indican solo la deshidratacion y el
montaje sin dar detalles. En general después del paso por acido acético, de preferencia pasar

directamente en alcohol de 100° ya que mezclas de alcohol y agua pueden extraer algunos de los
enlaces de colorantes [26].

Los resultados esperables con esta coloracion segin [2] son los siguientes

TABLA 2.5 Resultados obtenibles con coloracion de Gomori modificada.

ZONA COLORACION
Fibras musculares verde-azulado
Material intermiofibrillar r0jo
(mitocondrias y reticulo
sarcoplasmico)
Colageno (verde claro
facilmente
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distinguible de las
miofibrillas)
Nucleos Rojo a parpura
Mielina Rojo espumoso
Axones (axoplasma) Azul palido

Segun [2], si el tejido muscular es expuesto a formalina, esta tincion lo mostrara claramente. Las
fibras musculares se tifien rojas en vez de predominantemente verde azulado.

No todos los usuarios coinciden en la coloracion que adquieren las fibras musculares. Asi como
algunos dicen que estas se colorean de verde claro, otros sefialan un color azul oscuro. Otros
reparos respecto de la coloracion de las fibras musculares es que las fibras degeneradas se tifien
de color verde palido, lo cual es importante descartar si no es producido por otros factores como
el pH [18], [40].

En otros protocolos se sefiala igualmente la tincion roja de los nervios y la coloracién verde —
azulada de las miofibrillas Otros mas completos aun sefalan la coloracion de ciertos hallazgos
morfologicos de ciertas patologias que ya fueron revisadas en este capitulo, como los “bastones
nemalinicos” y el “central core”. Que se colorean rojos. [18].

Se ha atribuido a esta técnica la capacidad de colorear diferencialmente bandas A de bandas I en
musculo normal de color verde azulado y mas aun, las membranas intermiobribrillares de color
rojo [33].

Segun [40]. Las fibras musculares tipo I se tifien verdes con un tono rojizo (“red cast’) y las
fibras tipo II verdes Se insiste que pese a que ambas son verdes, las fibras tipo II contienen mas
material rojo granular que las tipo I (ver histologia de las fibras musculares tipo [ y II en este
capitulo)
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2.4.3 Reactivos

2.4.3.1 Cromotropo 2R [3], [4].

e Sinonimos: 2-(phenylazo)chromotropic acid disodium salt, acilan chromotrope RR,
Brasilan fast fuchsine G, fast fuchsine G, hispacid fuchsin G, C.I. acid red 29, C.I. 16570
e formula molecular: C16 H10 N2 Na2 O8 S2

oH  CH

~<:::}—-N=N

MadssS S0zMa

FIGURA 2.10 Molecula de Cromoétropo 2R.

Es un acido de apariencia café rojizo oscuro, en polvo. Es estable. Es incompatible con agentes
oxidantes fuertes.

Se puede usar como el colorante citopldsmico en tinciones tricromicas especialmente las de
Gomori, ya que actia como colorante citoplasmatico. [40].

Es un irritante de piel y mucosas, como ojos y vias respiratorias. Es necesario utilizar guantes de
seguridad.

2.4.3.2 Fast Green FCF [3], [4], [30], ] [27].

e Sinénimos: Food green 3, solid green FCF, FD&C Green No. 3, Green 1724 and C.I
42053
e formula molecular: C;;H;,N,Na,0,,S;

- o =
CHs Jr T CH3
NN SRS
L L .

FIGURA 2.11 Molécula de Fast Green [38]
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El Fast Green FCF pertenece al grupo de los colorantes de triarilmetano. De apariencia de polvo
color verde mar. Punto de fusion 290°C, se descompone. Incompatible con agentes oxidantes
fuertes. Es un acido con una solubilidad del 16%. Después de abrir el frasco por primera vez, el
contenido almacenado entre +5°C y +30°C es utilizable hasta la fecha de caducidad indicada. Los
frascos deben mantenerse siempre bien cerrados.

Se usa en diferentes métodos de tincidon como en la tincion tricromica de Masson y de Gomori
modificado (se usa como sustituto de la anilina azul en la técnica Gomori de un paso) y se ha
recomendado como un sustituto para Light green. Se decolora menos facilmente y es un color
mas brillante. Puede ser utilizado en cortes en parafina; como colorante en contratinciones, en
lugar de verde luz. Su uso como colorante de alimentos en Europa y otros paises fue prohibido.

Clasificado como un [IARC carcinogénico animal. Ademas es irritante de la piel, ojos y vias
respiratorias. Como proteccion personal, usar guantes y no aspirar el polvo [34]

2.4.3.3 Acido acético [3], [4], [23]

e Sinonimos: de acuerdo con la IUPAC se denomina sistematicamente dcido etanoico.
Acido metilencarboxilico, Vinagre, etil acetato, Acido acético glacial.
e Formula molecular: CH;-COOH

O

Aon

FIGURA 2.12 Molécula de acido acético

El 4cido acético se encuentra en el vinagre, y es el principal responsable de su sabor y olor agrios.
Es un liquido o s6lido incoloro, con un picante olor vinagre. Tiene un fuerte sabor acido. El punto
de fusion es 16.6 °C y el punto de ebullicion es 117.9 °C. Peso molecular: 60.05

Es el segundo de los acidos carboxilicos, después del acido formico o metanoico, que solo tiene
un carbono, y antes del acido propanoico, que ya tiene una cadena de tres carbonos.

En disolucion acuosa, el acido acético puede perder el proton del grupo carboxilo para dar su
base conjugada, el acetato. Su pKa es de 4.8 a 25°C, lo cual significa, que al pH moderadamente
acido de 4.8, aproximadamente la mitad de sus moléculas se habran desprendido del protén. Esto
hace que sea un acido débil y que, en concentraciones adecuadas, pueda formar disoluciones
tampon con su base conjugada.

El producto a altas concentraciones, genera vapores y neblinas toxicas, puede causar sofocacion,
quemaduras a la garganta, tos, dolores al pecho. En ojos y piel puede producir quemaduras
graves. Es un liquido corrosivo y puede causar severas quemaduras en todo el cuerpo.


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Acetic-acid-2D-skeletal.png
http://enciclopedia.us.es/index.php?title=PKa&action=edit
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2.4.3.4 Acido fosfotungstico PTA [3], [4].

e Sinénimo: Hidroxido de tungsteno 6xido fosfato, acido tungstofosforico, N-Hydrate
H3PO4- 12WO03
e Formula molecular: H3[P(W3010)4]

[16] Es un compuesto acido complejo a base de fosforo y tungsteno. A temperatura ambiente se
presenta como un solido (cristal o polvo) de color blanco o verde amarillento, ligeramente
fluorescente. [40] Es casi inodoro. Es soluble en agua en un 67% y su temperatura de fusion (K)
es 107°C. Es considerado como un corrosivo. Es utilizado como reactivo para los alcaloides y
muchas otras bases nitrogenadas, para los fenoles, albumina, peptona, aminoacidos, acido urico,
urea, sangre y carbohidratos[20].

[34] Es el acido mas fuerte de los heteropolidcidos, y tiene el potencial de servir como un solido
catalizador acido fuerte para reacciones como alquilacion e isomerizacion esquelética de
hidrocarbonos. Su base conjugada es el anion PW120403-. El heteropolianion representa la
estructura primaria del Acido fosfotingstico, el cual forma luego una estructura abultada por
coordinacion de los protones acidicos u otros cationes. Una forma relativamente estable de Acido
fosfotiingstico contiene 6 moléculas de agua por heteropolianion y forma un cuerpo centrado de
estructura cubica.

Se usa comunmente en histologia como un componente para tincién celular de muestras,
generalmente junto con hematoxilina. Se une a la fibrina, al coldgeno y a las fibras de tejidos
conectivos reemplazando los aniones de los colorantes de estos materiales, decolorandolos
selectivamente. Una de las mayores ventajas de su uso es que el pH puede ajustarse siempre
como se desee. Es ideal para demostrar, muchas estructuras, particularmente fibrina, fibras
musculares estriadas y mitocondrias, cilios y fibras gliales, entre otras estructuras.

Es un componente ligeramente peligroso a peligroso en caso de contacto con la piel y ojos o por
inhalacion o ingestion ya que es un irritante. Es toxico para los pulmones y membranas mucosas.

2.4.3.5 Hidroxido de sodio

e Sindnimos: hidroxido de sodio, soda caustica, sosa caustica
e Formula: NaOH

El Hidréxido de sodio es un hidréxido céustico. Es una sustancia incolora e higroscopica que se
vende en forma de trozos, escamas, hojuelas, granos o barras. Se disuelve en agua con fuerte
desprendimiento de calor y la disoluciéon acuosa se denomina lejia de sosa. [34] Es usado en la
industria (principalmente como una base quimica) en la fabricacion de papel, tejidos, y
detergentes. Se encuentra cominmente en limpiadores de desagiies.

A temperatura ambiente, el hidroxido de sodio es un sélido blanco cristalino sin olor que absorbe
humedad del aire. [41] Es una sustancia manufacturada que cuando se disuelve en agua o se
neutraliza con un acido libera una gran cantidad de calor que puede ser suficiente como para


http://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
http://www.monografias.com/trabajos15/transf-calor/transf-calor.shtml
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encender materiales combustibles. El hidroxido de sodio es muy corrosivo. Generalmente se usa
en forma so6lida o como una solucion de 50%.

[41] EI hidréxido sodico se fabrica por electrolisis de una solucion acuosa de cloruro sodico. Es
un subproducto de un proceso que se utiliza para producir cloro.

Es irritante y corrosivo de los tejidos especialmente piel y 0jos, asi como inhalacion de neblinas o
polvo. Para el manejo del NaOH es necesario el uso de lentes de seguridad, guantes. Siempre
debe manejarse en una campana.
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3.1 Materiales

® 16 Tacos de biopsias musculares fijadas en formalina buffer e incluidas en parafina.
e Biopsia de congelacion

e C(olorantes y reactivos de tricromico de gomori: acido fosfotingstico, Fast green,
Crométropo 2R, acido acético glacial
e Micrétomo
e C(riostato
e Bateria de tincion con xiloles y alcoholes y agua destilada
e Pinzas, porta objetos, cubre objetos y medios de montaje.
e Microscopio Optico normal
e Material de vidrio
e (Guantes
® Pesa
e Peachimetro
3.2 Métodos

Se analizaron de manera cualitativa 16 muestras seleccionadas del servicio de anatomia
patologica de la Universidad de Valparaiso 16 muestras de biopsias musculares diagnosticadas
con diversas patologias, tomadas del libro de actas de biopsias musculares y sus tacos en parafina
correspondientes y muestra congelada de musculo estriado de biopsia por congelacion de esfinter
anal.

3.2.1 Disefio de pruebas

Se estudiaron las biopsias musculares realizdndose las siguientes pruebas:

e material fijado en formalina al 10% e incluido en parafina para técnicas habituales con
hematoxilina-eosina (H-E) y acido peryddico-Schiff (PAS)

e tricromico de Gomori modificado en las 16 muestras incluidas en parafina

e Tincion tricromica de Gomori modificada realizada en 5 muestras seleccionadas por
diagnostico de Miopatia mitocondrial.

e Se selecciono aleatoriamente la placa 2413 y se realizo la técnica tricromica modificada
con las variables pH 3,4 y el paso por 4cido acético al 0,2%

e Tincion con técnica tricromica de Gomori modificado en material congelado y cortado al
criostato sin fijacion.

3.2.2 Muestras seleccionadas
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Biopsias y diagnoésticos seleccionados:

33

No | No de | Afio | Descripcion conclusion
Biopsia

1. |513 88 Existe una significativa variacion del calibre de | Distrofia
las fibras. Un porcentaje importante de ellos | muscular de
adopta una morfologia redondead. El espacio | Becker.
intrafascicular 'y perimisial se encuentra
aumentado en base a colageno. Moderado
deposito de tejido graso. Las fibras redondeadas
presentan polinucleosis significativa,
centralizacion de los nucleos y tendencia a
segmentacion las fibras de menor calibre
presentan un sarcolema de densidad ligeramente
mayor al habitual. Ocasionalmente depositos
P.A.S positivo en region subsarcolemal de
algunas fibras.

2. |514 88 Significativa variacion del calibre de las fibras. | Fendémenos
La gran mayoria de ellas han perdido su [ descritos
citoarquitectura presentan aspecto redondeado en | propios de
particular las de grueso calibre. Presencia de | distrofia
hialinosis, multiplicacién significativa de los | muscular
nicleos. Aumento del espacio intrafascicular, | progresiva.
fenomenos de fractura celular de fibras de gran
calibre. Presencia de fibras con degeneracion
miofibrilar importante.

3. 12028 88 Significativa variacion del calibre de fibras. |los  hallazgos
Numerosas fibras adoptan una disposicion | patologicos son
redondeada con perdida de la disposicion | propios de
redondeada con pérdida de la angulacion normal, | distrofia
polinucleosis de 3 a 4 nucleos en la mayoria de | muscular
las fibras. Fenomenos de basofilia, segmentacion | progresiva,

y fragmentacion de fibras. Aumento moderado de | ligado al sexo
grasa perimisial (enfermedad de
duchenne)

4. | 1877 89 Significativa atrofia fascicular. El calibre de | Enfermedad de
fibras esta disminuido en la mayoria de los [ Werding
fasciculos observados desde un diametro que es | Hoffmann
menor a una décima de aquel de las fibras
mayores. Moderado aumento del espacio
interfasicular, ausencia de reaccion inflamatoria,
ausencia de deposito graso significativo.

Predominio de compromiso de fibras tipo 1 en
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aquellos fasciculos en vias de atrofia. SDH de
distribucion homogénea en fibras atroficas.
Atrofia fascicular propia de enfermedad de
Werding Hoffmann

480

&9

Fasciculos con moderada infiltracion grasa,
significativa atrofia de fibras en la mayoria de los
fasciculos observados. Las fibras adoptan una
configuracion angulada en su mayor proporcion.
polinucleosis y pseudopiolinucleosis marcada.
Fibras redondeadas ocasionales de aspecto
hipertrofiaos (fendbmeno compensatorio). Algunas
de ellas con aspecto en torbellino. Escasa
diferenciacion de fibras en las reacciones de
ATPasa. Aumento importante de espacio
intrafascicular.

Los fendmenos
descritos son
propios de
denervacion 'y
compromiso de
motoneurona
anterior.
Compatibles
con enfermedad
de Kugelberg
welancher

2064

&9

Las tinciones muestran tanto hematoxilina,
eosina, P.A.S, tricromico de Masson, como en
preparaciones de histoquimica una morfologia
desprovista de anomalias.

musculo de
aspecto normal

2413

&9

Variacion del calibre de las fibras sin pérdida de
angulacion normal. polinucleosis y centralizacion
de nucleos, aumento de tejido conectivo
intrafascicular agrupamiento de fibras tipo 1 y
predominancia de estas en algunos fasciculos
observados

Los elementos
neuroldgicos
orientan a un
patron
neurogénico a
nivel de
musculo  mas
compatible con
neuropatia
periférica  que
con miopatia

155

90

Musculo  cuadriceps nervio safeno, con
significativo aumento de tejido graso a nivel peri
e intrafascicular. Gran variacion del calibre de las
fibras, las cuales presentan una pérdida de la
angulacion normal, adoptando una morfologia
redondeada. Presencia de células en remolino.
Fracturas en porcentaje significativo de fibras
hipertroficas, no se observa alteraciones a nivel
de nucleos

La biopsia
muscular es
caracteristica de
distrofia
muscular
progresiva
ligada al sefio
duchenne.

363

90

Existe una moderada variacion del calibre de las
fiboras con  polinucleosis e infiltrado
intrafascicular de tipo mononuclear. Hay una
variacion significativa del calibre de las fibras

Los hallazgos
morfologicos
sugieren  una
miopatia
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con porcentaje menor de ellas. Existe una
polinucleosis moderada

estructural que
debe ser
definida por
microscopia

electronica. La
histoquimica

excluye central
core, deposito, y
no orienta a

miopatia
mitocondrial

10. | 569 90 Moderada polinucleosis compatible con proceso | denervacion
de denervacion crénica. Cada fibra contiene 2 a 3 | cronica
nucleos q se ubican en la porcidon periférica. No
hay alteracion del calibre de fibras atroficas.

11 [1004 93 Moderada variacion del calibre de fibras, | hallazgos
presencia de algunas fibras redondeadas que | sugerentes de
predominan en borde fascicular. Aumento de | miopatia  con
espacio interfascicular con presencia de linfocitos | acumulacion
y del tejido adiposo anexo. El hecho mas | lipidica por
significativo es el acumulo de material P.A.S | anomalia
positivo pero también intensamente eosinofilico | mitocondrial
en he y S.D.H positivo entre las fibrillas. Este | requiere
deposito que se distribuye homogéneamente en | Tricromico de
pequefios actmulos en la fibra presenta [ gomori
caracteristicas sugerentes de acumulo lipidito.

Las fibras mas afectadas corresponden a la
porcién perifascicular. Algunas con aspecto
ragged. Las tinciones ATP asa muestran una
distribucion normal de fibras tipo [y II
12. | 473 94 Aumento significativo del tejido graso P.A.S | Compatible con

positivo a nivel perifascicular. Gran variacion del
calibre de las fibras que predomina en el borde
externo de los fasciculos con preservacion del
espacio intrafascicular. Escasa centralizacion de
nlcleos. El hecho mas significativo es la
presencia de fibras de gran calibren cuyo
sarcolema se observa diferente proporcion de
tincion purpura en preparaciones con tricromico
de Gomori que llegan a alcanzar todo el
contenido sarcolémico de fibras afectadas

miopatia
mitocondrial
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13

1182

94

Las fibras musculares muestran un calibre y
angulacion normal, escasa centralizacion nuclear,
diferenciacion de tipos de  fibras normales.
Ausencia de anomalias de tipo mitocondrial en
Tricromico de gomori. Espacio fascicular normal.

Aspecto
morfoldgico
normal

14

104

99

enfermedad de
Wernick
Hoffmann

15.

397

99

Muestra de un recién nacido. El trocito de
musculo aparece de caracteristicas morfologicas
normales.

Aspecto
morfoldgico
normal

16.

530

El hallazgo mas relevante en técnica de
Tricromico de Gomori modificado es la presencia
de fibras redondeadas de ligero mayor calibre,
rojas que destacan respecto del resto del
fasciculo. Aun cuando el resto de las fibras no
adopta la coloracion habitual (color turquesa de
esta) las fibras, las fibras redondeadas y rojizas
son compatibles con “ragged red fibers”.El
espacio interfascicular es normal. La morfologia
de las fibras, su anulacion, el nimero de nucleos
en aquellas que no corresponden a las fibras
descritas, es normal. No existe infiltracion grasa.

Fibras rojas
redondeadas de
mayor calibre
compatibles con
miopatia
mitocondrial
observadas con
tricomico de
Gomori.

3.2.3 Protocolos utilizados

Se realizaron cortes al micrétomo de 5 um de espesor y fueron secados en la estufa a 56°C por

media hora.

Se procedio a realizar tinciones de rutina y la tincidn tricromica de Gomori Modificada en de las
16 biopsias seleccionadas. Las tinciones realizadas fueron Hematoxilina- eosina y P.A.S
(reaccion de acido periddico de Shiff) y la tincidn tricrémica de Gomori Modificada.

3.2.3.1 Protocolo de la tincion de rutina Hematoxilina-Eosina

1.- desparafinar en xilol 3 cambios de 10 minutos cada uno
2.- hidratacién por paso de alcoholes descendentes 100° y 95° hasta H20 destilada
3.- Tincioén en Hematoxilina de Harris por 1 minuto
4.- virado en agua corriente por 5 minutos

5.- alcohol de 95° 2 cambios

6.- tincion en Eosina alcoholica por 3 minutos

7.- deshidratacion en alcoholes ascendentes 95° y 100°
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8.- aclaracion en xilol, 3 cambios
9.- montaje

3.2.3.2 Protocolo de la tincion PA.S

1.- desparafinar en xilol 3 cambios de 10 minutos cada uno
2.- acido perioddico al 1% por 10 minutos

3.- lavar en agua destilada por 5 minutos

4.- colocar en reactivo de Shiff 20 minutos en oscuridad
5.- 4 cambios de agua sulfurosa, 5 minutos cada uno

6.- lavado en agua corriente y luego agua destilada

7.- tincion en hematoxilina de Mayer por 4 minutos

8.- lavado en agua corriente, agua destilada

9.- deshidratacion en alcoholes ascendentes 95° y 100°
8.- aclaracion en xilol, 3 cambios

9.- montaje

Soluciones

Solucién acido peryoddico

Agua destilada....... 100 ml
Solucién agua sulfurosa

Metabisulfito de K..........90 ml

3.2.3.3 Protocolo de técnica de Gomori modificada:

1.- Agua destilada

2.- tincidn en solucion de gomori modificada por 10 minutos
3.- paso rapido por acido acético

4.- paso por alcohol de 100°, 3 cambios

5.- aclaracion con xilol, 3 cambios

6.- montaje

Soluciones
Tricromico de gomori [7]
e Solution A

Cromo6tropo 2R, 0.6 gm
Fast green FCF.............................0.3 gm
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Phosphotungstic acid........................ 0.6 gm

e Solution B
Acido acético Glacial ...........cccccueeennee. 1.0 ml
Agua destilada .......cccoeeeeiiiieiiiiienn, 100 ml

e Biopsias fijadas en formalina buffer e incluidas en parafina.

Se realizo 100 ml de solucidn de tincidn de Gomori. Se dividié en 50 cc para dejar el pH original
y 50 cc para ajustar el pH. El ajuste se realizo agregando hidréxido de Sodio (NaOH) IN y
regulando con un peachimetro. El pH original de ésta solucion fue de 2,2. Se ajusto a 3,4.

e Biopsias sin fijar, en congelacion
Se realizaron secciones de esfinter anal congeladas en freezer a -20°C sin fijacion, los cuales

fueron cortadas al criostato con un grosor de 8 micrones. Una vez cortadas se secaron al aire
temperatura ambiente por aproximadamente 20 minutos.



CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1 Prueba 1

Tincidon con Hematoxilina - Eosina y P.A.S segun el protocolo establecido, realizadas en las 16
muestras seleccionadas.

Las 16 placas adoptan la coloraciéon habitual esperada tanto en las fibras musculares como
nucleos con las coloraciones Hematoxilina - Eosina y P.A.S, siguiendo los protocolos descritos en

Capitulo 3.

En la tincién de Hematoxilina - Eosina: Citoplasma de color caracteristico, rosa-anaranjado, y
nucleos color azul oscuro.

En la tinciéon de P.A.S: se puede ver una variada distribucion de glicogeno segin patologia y

generalmente desplazado hacia uno de los extremos.

En ambos casos se puede apreciar una buena conservacion de la estructura tisular

4.2 Prueba 2

Tincién tricromica de Gomori modificada realizada en las 16 muestras seleccionadas. Todas se

realizaron segun el protocolo utilizado, en este caso con una variable: el pH

TABLA 4.1 Comparacion de resultados prueba 1

Numero de Con ajuste de pH 3,4 Sin ajuste de pH (pH original 2,2)
biopsia
1.-513 Fibras colagenas: verde turquesa | Fibras colagenas: verde turquesa

muy claro

Fibras musculares: verde turquesa
y  algunos  sectores  fibras
musculares rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Fibras musculares: azuladas vy
algunos sectores fibras musculares
rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

2.-514 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | Fibras musculares: azuladas y
y  algunos  sectores  fibras | algunos sectores fibras musculares
musculares rojizas. rojizas.
Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente Mielina: no evidente

3.- 2028 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa
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Fibras musculares: verde turquesa
y  algunos  sectores  fibras
musculares rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Fibras musculares: azuladas vy
algunos sectores fibras musculares
rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

4.- 1877 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras musculares: la totalidad de | Fibras musculares: azuladas vy
las fibras se ven rojizas | pocas células musculares rojizas.
musculares rojizas.

Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: roja Mielina: roja

5.-480 Fibras coladgenas: verde turquesa Fibras coladgenas: verde turquesa

Ver figura | Fibras musculares: verde turquesa | Fibras musculares: azuladas claras

4.1 y  algunos  sectores fibras |y  algunos  sectores  fibras
musculares rojizas. musculares rojizas.

Nucleos: rojo oscuro Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente Mielina: no evidente

6.- 2064 Fibras coladgenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | Fibras musculares: azuladas vy
y  algunos  sectores  fibras | algunos sectores fibras musculares
musculares rojizas. rojizas.

Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: roja Mielina: roja

7.-2413 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa, | Fibras musculares: azuladas y
azuladas y rojizas, dando 4 tonos | algunos sectores fibras musculares
distintos. rojizas.

Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: roja Mielina: roja

8.- 155 Fibras coladgenas: verde turquesa Fibras coladgenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | Fibras musculares: azuladas muy
claro y algunos sectores fibras | claras.
musculares rojizas disparejas.

Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente Mielina: no evidente
9.- 363 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa

Fibras musculares: verde turquesa
y  algunos  sectores  fibras
musculares rojizas.

Nucleos: rojos

Fibras musculares: azuladas y
algunos sectores fibras musculares
rojizas.

Nucleos: rojos
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Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente

Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente

10.- 569 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | Fibras musculares: azuladas vy
y  algunos  sectores  fibras | algunos sectores fibras musculares
musculares rojizas. rojizas.
Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente Mielina: no evidente

11.- 1004 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras coldgenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | claro
y  algunos  sectores  fibras | Fibras musculares: azuladas vy
musculares rojizas. algunos sectores fibras musculares

rojizas.

Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente Mielina: no evidente

12.- 473 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras coldgenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | claro
y  algunos  sectores  fibras | Fibras musculares: azuladas vy
musculares rojizas. algunos sectores fibras musculares

rojizas.

Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente Mielina: no evidente

13.- 1182 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | Fibras musculares: azuladas y
y  algunos  sectores  fibras | algunos sectores fibras musculares
musculares rojizas. rojizas.
Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente Mielina: no evidente

14.- 104 Fibras coldgenas: verde turquesa Fibras coldgenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | Fibras musculares: azuladas claras.
y pocos sectores 10jizos. Nucleos: rojos
Nucleos: rojos Globulos rojos: rojos
Globulos rojos: rojos Mielina: no evidente
Mielina: no evidente

15.- 397 Fibras coldgenas: verde turquesa Fibras coldgenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde turquesa | Fibras musculares: azulado verdoso
y  algunos  sectores fibras |y  algunos  sectores  fibras
musculares rojizas. musculares rojizas.
Nucleos: rojos Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente Mielina: no evidente

16.- 530 Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa
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Fibras musculares: verde turquesa
y  algunos  sectores  fibras
musculares rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Fibras musculares: azulado verdoso
y  algunos  sectores  fibras
musculares rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente
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Como resultado de la prueba realizada en las 16 placas con la tinciéon Tricroémica de Gomori
Modificada con pH ajustado a 3,4, se observa una coloracion de las fibras musculares azulada en
la mayoria de las placas. Al realizar la técnica con pH 2,2 se observa una coloracion verde
turquesa de las fibras musculares.

En todas las placas, las fibras coldgenas adquieren un color verde turquesa, mientras que los
nucleos y globulos rojos y mielina se tifien rojo.

FIGURA 4.1. Tincion tricromica de Gomori biopsia 480. De izquierda a derecha. a) pH 2.2
y acido acético 0,2%; b) y ¢) pH 3,4 y acido acético 0,2%:;

4.3 Prueba 3

Tincidén tricromica de Gomori modificada realizada en 5 muestras seleccionadas por diagnostico
de Miopatia mitocondrial. Todas se realizaron segliin el protocolo utilizado, en este caso con 2
variables: el pH y la concentracion de acido acético.
Se realizaron las siguientes variables:

e Variable 1:
Acido acético en dos concentraciones al 0,2% y al 0,1%.

e Variable 2:

Solucién tricromica de Gomori modificada con ajuste de pH al 3,4 y solucion tricromica de
Gomori modificada sin ajuste de pH (2,2).
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La siguiente tabla muestra las variables y las observaciones:

TABLA 4.2 Comparacion de resultados biopsia 473, prueba 3

1. Biopsia 473

pH 3.4

pH 2.2

Acido acético
0,2%

Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras  musculares: azulado
verdoso y algunos sectores fibras
musculares rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no se observa

Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.

Tincion estable v pareja

Fibras coladgenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde azulado y
algunos sectores fibras musculares
rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no se observa

Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.

Acido acético
0,1%

Fibras coldgenas: verde turquesa
Fibras musculares: predomina el
color rojizo.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.

Fibras coladgenas: verde turquesa
Fibras musculares: solo fibras
musculares rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan
rojizas

TABLA 4.3 Comparacion de resultados biopsia 530, prueba 3

2. Biopsia 530

pH 3.4

pH 2.2

Acido acético
0,2%

Fibras coladgenas: verde turquesa
Fibras  musculares:  azulado
parejo.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan

Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde azulado y
algunos sectores fibras musculares
rojizas.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan

rojizas. rojizas.
Distribucion del color bastante | Distribucion del color bastante
pareja. pareja.

Acido acético
0,1%

Fibras colagenas: verde turquesa
Fibras musculares: verde azulado
parejo.

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.

Fibras coladgenas: verde turquesa
Fibras musculares: azul rojizo
Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.
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En general bastante parejos salvo
en zona centro superior derecha.

44

FIGURA 4.2 Tincién tricrémica de Gomori biopsia 530. A la izquierda, variacion de pH 2,2
y 4 Yy acido acético 0,2%; a la derecha. pH 3,4y acido acético 0,2%.

TABLA 4.4 Comparacion de resultados biopsia 363, prueba 3

3. Biopsia 363

pH 3.4

pH 2.2

Acido acético
0,2%

Fibras colagenas: verde turquesa
0Scuro

Fibras musculares: un porcentaje
importante rojizas

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.

Fibras coladgenas: verde turquesa

Fibras musculares: la gran mayoria
rojizas y un pequefio porcentaje azul
turquesa

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan rojizas.

Acido acético
0,1%

Fibras colagenas: verde turquesa
0Scuro

Fibras musculares:
mayoria rojizas
Nucleos: rojos
Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente
Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.

la gran

Fibras colagenas: verde turquesa

Fibras musculares: la gran mayoria
rojizas Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan rojizas.

TABLA 4.5 Comparacion de resultados biopsia 1004, prueba 3
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4. Biopsia | pH 3,4 pH 2,2
1004
Acido acético | Corte algo grueso Fibras colagenas: verde turquesa oscuro
0,2% Fibras colagenas: verde turquesa | Fibras musculares: verde azuladas y
0scuro algunas rojizas.
Fibras musculares: | Nucleos: rojos
aproximadamente la mitad de las | Globulos rojos: rojos
fibras rojizas Mielina: no evidente
Nucleos: rojos Ragged Red Fibers: se observan rojizas.
Globulos rojos: rojos
Mielina: no evidente
Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.
Acido acético | Fibras colagenas: verde turquesa | Fibras colagenas: verde turquesa oscuro
0,1% Fibras musculares: azuladas Fibras musculares: verde turquesa igual

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan
rojizas.

a las fibras colagenas y fibras en
porcentaje importante rojizas

Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos

Mielina: no evidente

Ragged Red Fibers: se observan rojizas.
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FIGURA 4.3 Tincion tricromica de Gomori biopsia 1004. A la izquierda arriba pH 34y
acido acético 0,2%; a la derecha arriba pH 3,4 y acido acético 0,1%; A la izquierda abajo

pH 2,2y acido acético 0,2%; a la derecha abajo pH 2,2 y acido acético 0,1%

TABLA 4.5 Comparacion de resultados biopsia 2064, prueba 3

5. Biopsia | pH 3,4 pH 2,2

2064

Acido acético | Fibras colagenas: verde turquesa | Fibras coldgenas: verde turquesa

0,2% Fibras musculares: azuladas y | Fibras musculares: verde turquesa
fibras rojizas claro y fibras musculares rojas
Nucleos: rojos dispersas
Globulos rojos: rojos Nucleos: rojos
Mielina: roja Globulos rojos: rojos
Ragged Red Fibers: se observan | Mielina: roja
rojizas. Ragged Red Fibers: se observan

rojizas.

Acido acético | Fibras colagenas: verde turquesa | Fibras coldgenas: verde turquesa

0,1% Fibras musculares: azuladas y | Fibras musculares: verde turquesa
fibras rojizas claro y fibras musculares rojas
Nucleos: rojos dispersas
Globulos rojos: rojos Nucleos: rojos
Mielina: roja Globulos rojos: rojos
Ragged Red Fibers: se observan | Mielina: roja
rojizas. Ragged Red Fibers: se observan

rojizas.

FIGURA 4.4 Tincion tricromica de Gomori biopsia 2064. A la izquierda, variacion de pH

3,4y acido acético 0,2%; a la derecha. pH 2,2 y acido acético 0,1%.
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La coloracion es predominantemente azulada el los casos de tincion a pH 3,4 y verde turquesa
similar a las fibras coldgenas en los casos a pH 2,2. Como estas muestras seleccionadas presentan
Miopatia mitocondrial, estas se observan independiente del pH usado y son distinguibles las
fibras rojas rotas o “ragged red fibers”

4.4 Prueba 4

Se selecciono aleatoriamente la placa 2413 y se realizo la técnica tricrémica modificada con las
variables pH 3,4 y el paso por acido acético al 0,2%.

Las observaciones se representan en la siguiente tabla:

TABLA 4.6 Comparacion de resultados biopsia 2413, prueba 4

A.- B.-

Fibras coladgenas: verde turquesa Fibras coladgenas: verde turquesa

Fibras musculares: azuladas y fibras rojizas | Fibras musculares: azuladas y fibras rojizas
Nucleos: rojos Nucleos: rojos

Globulos rojos: rojos Globulos rojos: rojos

Mielina: roja Mielina: roja

Ragged Red Fibers: se observan rojizas. Ragged Red Fibers: se observan rojizas.
C.- D.-

Fibras colagenas: verde turquesa Fibras colagenas: verde turquesa

Fibras musculares: azuladas y mayor | Fibras musculares: azuladas y fibras rojizas
proporcion de fibras rojizas. Nucleos: rojos

Nucleos: rojos Globulos rojos: rojos

Globulos rojos: rojos Mielina: roja

Mielina: roja Ragged Red Fibers: se observan rojizas.
Ragged Red Fibers: se observan rojizas.
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FIGURA 4.4 Tincion tricromica de Gomori biopsia 2064. A la izquierda arriba, biopsia
2413 A; a la derecha arriba 2413 B; A la izquierda abajo 2413 C y a la derecha abajo 2413
D.

Se observan las fibras musculares azuladas, asi como de fibras musculares de color rojo en ciertas
zonas. La coloracion rojiza de las fibras musculares esta presente en la totalidad de los casos los
casos con mayor o menor intensidad. El patron de tincion es muy similar en los cuatro cortes
seriados.

La fibra coldgena se tifie color verde turquesa y los glébulos rojos asi como los ntcleos, rojo
brillante.

4.5 Prueba 5

Se realiz6 la técnica tricromica de Gomori modificada en una Biopsia en congelacion de esfinter
anal con las siguientes variables:

e Variable 1:
Acido acético en dos concentraciones al 0,2% y al 0,1%.
e Variable 2:

Solucién tricromica de Gomori modificada con ajuste de pH al 3,4 y solucion tricromica de
Gomori modificada sin ajuste de pH (2,2).

La siguiente tabla muestra las variables descritas en la tabla 4.7.

TABLA 4.7 Comparacion de resultados biopsia de esfinter anal en congelacion, prueba 5
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Acido acético 0.2%

Acido acético 0.1%

Las fibras musculares
conservadas se tifieron de color
azulado. La mayor parte de la
muestra que presenta vacuolas o
estd alterada en morfologia se
tiid de color rojo intenso. Las
fibras coldgenas se tifieron de
color verde turquesa.

No se evidencian nucleos ni
eritrocitos.

Las fibras musculares conservadas se
tifieron de color azulado. La mayor
parte de la muestra que presenta
vacuolas o estd alterada en morfologia
se tind de color rojo intenso. Las fibras
coldgenas se tifleron de color verde
turquesa.

No se evidencian nucleos ni eritrocitos.

Muestra en
congelacion
pH 3.4
(ajustado)

pH 2.2 (sin
ajustar)

De las fibras musculares que no
se tifieron rojas quedan azuladas
en un 50% y verdosas en un 50%
de modo aleatorio. Las fibras
colagenas se tifieron de color
verde turquesa. No se evidencian
nucleos ni eritrocitos.

Se evidencia una sobre tincion. De las
fibras musculares que no se tifieron
rojas, el resto se tild azuladas en un
50% y verdosas en un 50%, de modo
aleatorio. Las fibras coldgenas se
tifieron de color verde turquesa. No se
evidencian nucleos ni eritrocitos.

FIGURA 4.5 Tincion tricromica de Gomori Modificada. A la izquierda, variacion de pH 3,4
y acido acético 0,2%; a la derecha. pH 3,4 y acido acético 0,1%.
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FIGURA 4.6 Tincion tricromica de Gomori Modificada. A la izquierda, variacion de pH 2,2
y acido acético 0,2%; a la derecha. 2,2 y acido acético 0,1%.

La coloracion es predominantemente roja en las fibras que se muestran vacuoladas y con
morfologia alterada y su distribucion es aleatoria. De las fibras musculares que adquirieron color

azulado, la mayoria presenta un patron de distribucidon de color parejo en las fibras conservadas.

La coloracion de las fibras coldgenas es verde turquesa. No se observan nucleos ni globulos rojos.
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6.1 Resultados prueba 1

La correcta coloracion con las tinciones Hematoxilina - Eosina y P.A.S nos indica la correcta
conservacion de las fibras musculares, nucleos, fibras coldgenas y glicogeno de las muestras
incluidas en parafina.

6.2 Resultados prueba 2

Las variaciones de coloracion de las fibras musculares utilizando pH 2,2 y 3,4, nos evidencian
una clara diferencia al realizar esta técnica alterando este factor, mientras que la coloracion del
colageno, nucleos, glébulos rojos y mielina no se veria afectado por éste.

Existen en todas las muestras una coloracion rojiza en menor o mayor grado. Esto no parece ser
mejorado o empeorado al variar el pH, por lo que éste no tendria incidencia en este efecto.

6.3 Resultados prueba 3

Una vez mas los resultados nos indican una diferencia de color al utilizar distintos puntos de pH.
A Ph 2.2 las fibras musculares adquieren un color muy similar al del coldgeno (verde turquesa),
mientras que a pH ajustado a 3,4 estas adquieren una coloracion mas azulada, que ayuda a
distinguir el colageno.

Por otro lado, la variable acido acético parece no tener mayor relevancia en los resultados, al
menos no en la tonalidad azulada o verdosa del citoplasma muscular, ya que en la mayoria de los
casos las tonalidades verdosas o azules son independientes de este factor.

6.4 Resultados prueba 4

El hecho de que al realizar la misma técnica en una misma muestra utilizando 4 cortes seriados y
que los resultados sean similares en cuanto a tonalidad del color y distribucion de fibras rojas, nos
indicaria que la distribucion de estas fibras esta predeterminada por factores probablemente
externos a la técnica. Las unica diferencia visible en la intensidad de la coloracion se puede deber
a una diferencia en el grosor de los cortes mas que a la técnica en si misma.

6.5 Resultados prueba 5

En este caso, una vez mas, el paso por acido acético no produce diferencias visibles por lo que su
mayor o menor concentraciéon no produciria efectos importante en la coloracion de las fibras
musculares ni colagenas ni de la coloracién que adquieren las otras estructuras.
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6.6 Discusion general

El hecho de que la distribucion del color en las fibras conservadas es uniforme, nos daria otra
sefal de que el paso por el agua acetificada no es la causa de una mala distribucion del color.
Seria entonces un factor externo a la técnica de Gomori, atribuible a la manipulacion del musculo
en etapas previas a la coloracion, por ejemplo al momento de extraer la muestra, sujecion con
pinzas, cortes con bisturi. Las fibras musculares sufren atricion. Esto es inferible debido a que
morfologicamente, las fibras que se tifien repetidamente rojizas en cortes seriados,
corresponderian a zonas que han sido manipuladas y las fibras musculares muestran una
morfologia anormal. Esto produciria que, al tratarse de fibras musculares fijadas en formalina, se
revele las zonas que han sufrido trauma haciendo que la técnica histoquimica tifa
diferencialmente estas zonas alteradas.

La coloracion de las fibras coldgenas parece no verse alterada por las variaciones ni de pH ni de
paso por agua acetificada.

La predominante coloracion roja en los cortes puede corresponder a una inadecuada congelacion
del espécimen la cual fue realizada en freezer y no en nitrogeno. Este hecho tendria
consecuencias negativas con respecto a la buena conservacion de la morfologia, produciéndose
las vacuolas y alteraciones del tejido muscular observables en las fotografias. Estas corresponden
a la descripcion morfologica de la congelacion no instantdnea, dando aspecto de “queso suizo™.
Como se indica en la literatura, una mala fijacion produce una mala calidad de tincion (ver cap.
24.2)

La coloracion rojiza de las fibras musculares en general, podria deberse a un cambio de afinidad
de los colorantes por las fibras musculares. Se sabe que el 4cido fosfotiingstico es un reactivo que
es pH dependiente. Sobre Ph 2 cambia su estructura. Los colorantes citoplasmaticos, el acido
fosfotungstico y el crométropo 2R se verian alterados por variaciones de pH, dando tonalidades
diferentes.
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Se utilizd biopsias musculares para optimizar la técnica de Gomori de Modificada. Se realizo
diversas pruebas modificando factores como el pH y el paso por agua acetificada y el tipo de
muestras. Los resultados indican que el ajuste de pH tiene una relacion directa con la coloracion
del citoplasma de las células musculares, obteniendo una tonalidad mas azulada. A pH maés 4cido
el efecto es una coloracion verde turquesa. Esto tiene relevancia ya que el color verde es muy
similar cuando las fibras se tifien a un pH 2.2. El ajuste a pH 3,4 cumpliria la funcion de dar
tonalidad, al menos en los casos de biopsias en parafina. En las muestras en congelacion, el factor
pH parece no tener mayor relevancia.

La coloracion rojiza de ciertas células y fibras musculares en vez del tono verde - azulado, esta
presente en la mayoria de las muestras musculares. Esto es causado por un factor ajeno a la
técnica de Gomori, en el caso de las fibras musculares fijadas en formalina e incluidas en
parafina. En el caso de las biopsias sin fijar en congelacion esto no puede ser completamente
demostrable ya que también existe presencia de fibras rojas pero que se relacionan al efecto de
vacuolizacion por congelacion lenta.

Afortunadamente, las miopatias mitocondriales siguen siendo diagnosticables debido a que por lo
general la distribucién de estas fibras rojas esta en la periferia y muestran morfologia alterada,
distinta de, por ejemplo, las fibras rojas melladas que se presentan mas bien aisladamente y con
formas particulares de distribucion del color rojo.

Variaciones en las condiciones ideales para el tratamiento del musculo como fijacion,
manipulacion, extraccion lipidica o mala calidad de la congelacion altera la calidad de la tincion.
Estos factores que afectan la normalidad del citoplasma muscular son ajenos a la técnica
histoquimica per se.

Las biopsias pueden ser realizadas en casos con fijacion y fijadas en formalina, teniendo como
inconveniente las fibras rojas no patoldgicas que ya describimos pero que pueden ser
identificadas por el patdlogo, dependiendo de su expertiz. Si se cuenta con los medios adecuados
de congelacion es recomendable realizar la técnica como lo indican los autores originalmente.
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