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Gomori define la histoquimica como la ciencia que trata
de identificar y localizar substancias quimicas en los tejidos a
nivel celular. Una definicién mds completa seria: el conjunto de
técnicas, directas y no destructivas, que ayudan a la localiza-
cién miscrocdpica de compuestos quimicos dentro de la célula
y los tejidos. La histoquimica realmente es una ciencia interme-
dia entre la histologia, la quimica analitica, la bioquimica y la
biofisica.

En su origen, 1830-1855, fue de interés botdnico y practi-
cada por botdnicos; la mayoria franceses. Su fundador fue Fran-
cois Vincent Raspail con su libro "“Essai de Chimie Microscopi-
que Appliquée a la Physiologie” aparecido en 1830. Los primeros
ensayos sobre tfejido animal se iniciaron a partir de 1856; pero
la mayoria de estos primeros métodos traian consigo la destruc-
cién del tejido. En el periodo 1899-1929, empiezan a usarse los
colorantes de anilina como reactivos histoquimicos. Al mismo
tiempo se ha iniciodo el estudio de la histopatologia descripti-
va y los histélogos y patélogos desvian su atencién hacia la
morfologia mds que a la histoquimica; aunque ésta sigue pro-
gresando muy lentamente. No es sino en el periodo 1930-1944
cuando la histoquimica renace vigorosamente; siendo Lison con
su libro ““Histochemie Animale” (1936), el encargado de perfec-
cionar la histoquimica con procedimientos que no producen des-
truccién tisular. De 1945 en adelante, la histoquimica ha to-
mado gran impulso, apareciendo textos de estudio y revistas
periédicas que publican los Ultimos adelantos en técnicas y co-
nocimientos sobre esta ciencia; tomando auge actualmente la
histoquimica enzimdtica y la histoquimica aplicada al microsco-
pio electrénico.

Lla histoquimica se vale de métodos quimicos y fisicos que
permiten obtener, bajo el microscopio, una visualizacién directa o
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indirecta de las distintas substancias de la célula. Casi todos
son de orden cualitativo; pero algunos, particularmente los ba-
sados sobre principios fisicos (fluorescencia, absorcién de rayos
X, espectrografia, autorradiogrofia, etc.), pueden usarse cuanti-
tativamente. Un andlisis bioquimico tiene como punto de par-
tida la destruccién de toda la estructura celular. Los tejidos son
triturados, extraidos con solventes diversos, digeridos hasta lle-
gar a separar y obtener, en estado puro, sus componentes fun-
damentales. En bioquimica, se determina cualitativa y cuanti-
tativamente una substancia en un tejido sin poder relacionarla
con una estructura morfolégica. Sin embargo, puede demostrar
mayor cantidad de substancias que la histoquimica, debido a
que ésta tiene condiciones propias que la limitan:

1.—Las reacciones enzimdticas han de ser in situ.

2.—Deben de preservarse los estructuras, limitando el empleo
de substancias capaces de destruir el tejido (dlcalis o dci-
dos fuertes).

3.—El compuesto final que se observe después de una reac-
cién histoquimica debe ser estable coloreado e insoluble.

4.—Cuando la reaccién final produce precipitados cristalinos,
estos han de ser lo suficientemente pequefios para permi-
tir su localizacién citolégica.

5.—La reacciéon histoquimica debe ser lo suficientemente espe-
cifica y sensible para demostrar un solo compuesto quimi-
co, o grupo quimico, en cantidades tan pequehas, que se
encuentran dentro de la célula.

La mayoria de estas condiciones son relativamente fdciles
de cumplir con los componentes poco difusibles {ciertas proteinas,
nucleoproteinas y lipidos}), pero son mdas dificiles de obtener
con substancias difusibles como carbohidratos, iones, etc.; sien-
do necesario tomar en consideracién una serie de factores en
la preparacién del material biolégico para obtener la mayor
estabilidad posible. Como primer factor se encuentra la fijacién
del material. Entiéndese por fijacidén, el método de preservacién
de la morfologia y la composicién quimica de la célula, prove-
cando la muerte de ella de tal manera que la estructura que te-
nia estando viva, se conserve sin mayores alteraciones; tratan-
do siempre de mantener la misma integridad en su composi-
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cién quimica. Generalmente se utilizan fijadores de tipo qui-
mico, acuosos o alcohdlicos, pero estos alteran en mayor o me-
nor grado la composicién quimica de la célula. Son mds efecti-
vos los métodos fisicos, de los cuales los més importantes son:

Fijacién por congelacién y desecacién: Consiste esencial-
mente en congelar el tejido lo méas rédpidamente posible, sumer-
giéndolo en un medio a temperaturas muy bajas (nitrégeno li-
quido -195°C, isopentano -165°C), para evitar la formacién de
cristales de hielo y luego deshidratar los tejidos al vacio usan-
do temperaturas también bajas (enire -35°C y -70°C), por un
tiempo variable segin el tejido procesado. De esta manera se
preserva la estructura celular, no hay extraccién de substancias
solubles y la constitucién quimica se mantiene practicamente
sin modificaciones.

Fijucién por congelacién y substitucién: Consiste en conge-
lar el tejido de igual manera que en el método anterior y luego
deshidratarlo a baja temperatura (-35°C a .60°C), sin usar el
vacio; utilizando agentes deshidratantes como metanol, propi-
lenglicol, acetona.

Fijacién por congelacién en criostato: Es el método mdas u-
tilizado y accesible en cualquier laboratorio de histoquimica.
Consiste en congelar el tejido, generalmente con nieve carbé-
nica y mantener durante el proceso del corte, el ambiente, el
microtomo, la cuchilla y el tejido, a una misma baja tempera-
tura (O°C a -20°C). A los cortes asi obtenidos, se les hace la
reaccién histoquimica de inmediato o se someten a una breve
fijacién de tipo quimico antes de proceder.

Otro de los factores, el mas importante, para el cumpli-
miento de estas condiciones indispensables, es la reaccién his-
toquimica en si. La identificacién histoquimica puede hacerse a)
mediante reacciones quimicas similares a las utilizadas en qui-
mica analitica y bioquimica, pero adaptadas a los tejidos; b
mediante reacciones que son especificas para grupos quimicos
contenidos en determinados compuestos. Por ejemplo, los di-
ferentes aminodcidos (tirosina, triptofano, histidina) presentan gru-
pos quimicos especificos (fenilo, indol, imidazol) que reaccionan,
dando productos coloreados, al ponerlos en contacto con sus res-
pectivos reactivos; ¢) por métodos fisicos: espectrografia, fluores-
cencia.
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En la reaccién histoquimica aparecen las mayores limita-
ciones; a veces por la poca especificidad de algunas reaccio-
nes: el dcido sulthidrico produce precipitados negros muy vi-
sibles, al reaccionar con metales pesados como plomo, niquel,
mercurio; por lo tanto, esta reaccién sblo nos indica la presen-
cia de un metal pesado, sin precisar cual. Otras veces la limita-
cién deriva de la falta de sensibilidad del método, o porgue la
concentracién de un componente celular es tan minima que cae
por debajo de la sensibilidad del método. En otras ocasiones,
las substancias estdn tan estrechamente ligadas unas a ofras,
que se interfieren en sus reacciones: los lipidos se amparan ge-
neralmente con las proteinas y los polisacdridos, siendo en mu-
chos casos dificil su identificacién e interpretacién. Sin embar-
go, los progresos diarios de las técnicas histoquimicas van sub-
sanando estos inconvenientes. Siendo la histoquimica una cien-
cia relativamente nueva, lucha cada dia para obtener la mayor
especificidad en sus métodos.

Tomemos como ejemplo préctico de un andlisis histoqui-
mico, el estudio del paracoccidioides brasiliensis, hongo paté-
geno para el hombre y los animales.

Hay compuestos (glicdgeno, mucopolisacéridos, mucoprotei-
nas, glicoproteinas, glicolipidos, esfingolipidos y proteinas) que
contienen grupos capaces de originar dialdehidos al ponerse en
confacto con un oxidante fuerte. La reaccién de PAS (4cido pe-
riddico, oxidante fuerte, mdas reactivo de Schiff, coloranie}, ac-
tuando sobre los compuestos ya mencionados {glicégeno, etc),
los colorea de rojo purpura. El proceso ocurre asi: el oxidante
fuerte libera los grupos dialdehido y el reactivo de Schiff for-
ma con ellos compuestos coloreados.

Al colocar el hongo bajo los efectos de esta coloracién,
hay una fuerte reaccién PAS en su contenido intracitoplasma-
tico, lo que indica que dicho hongo contiene una o varias de
las substancias antedichas. Se inicié el estudio del glicégeno,
efectuando las coloraciones especificas para tal elemento: reac-
cién de Bauer, carmin de Best, iodo, Grocott, dando todas éstas
una reaccién positiva. Al efectuar la digestién del glicdgeno con
alfa amilasa y diastasa, antes de realizar las coloraciones indi-
cadas; se observd que las reacciones de Bauer, Grocott y del iodo,
fueron negativas; lo que indicaba que en el hongo habia gli-
cégeno y éste habia sido digerido por la amilasa. Sin embargo
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el PAS seguia siendo positivo; sugiriendo que ademds del gli-
cégeno, habia otfras substancias de las anteriormente mencio-
nadas. El estudio se encamind entonces a la bisqueda y de-
mostracién de esta ofra substancia PAS positiva. Se realizaron
moltiples coloraciones especificas para cada una de las substan-
cias restantes {azul de toluidina, azure Il, alcian blue, hierro
coloidal, reacciones de bloqueo de aldehidos, acetilacién, meti-
lacién, digestiones enzimdaticas con lisozima, hialuronidas, efc.),
las que llevaron a la conclusién de que la otra substancia en-
contrado era también un polisacdrido del tipo mucopolisacdri-
do dcido; y que tanto el glicbgeno como este mucopolisacdrido,
estaban ligados a una proteina. Fue de esta manera como se
orienté el estudio de los polisacdridos intracitoplasmdticos en
dicho hongo. Relacionando diferentes coloraciones especificas
a substancias o grupos quimicos, se llega a una conclusién pa-
ra la identificacién histoquimica de un compuesto.

Imporiancia de la histoquimica en medicina. La histoquimi-
ca es un baluarte en todos los campos de la medicina, porque
proporciona a ésta informaciones valiosas para la patologia,
diagnéstico, evolucién y tratamiento de las diferentes enferme-
dades. Algunos ejemplos nos dardn cierta idea de este aporte.
Coons, utilizando anticuerpos marcados con  substancias fluo-
rescentes, localiza los antigenos en los tejidos. Este método ha
sido ampliamente utilizado para la localizacién de virus y an-
tigenos bacterianos, de anticuerpos en el sitio de su formacién
dentro de las células plasméticas, etc. En enfermedades dege-
nerativas como la glicogenosis, lipoidosis, amiloidosis, etc., la
histoquimica nos da informacién precisa para el diagnéstico
y la evolucidon. Es en el campo neopldsico, donde esta rama
de la ciencia, dard mayores aportes; ya que se hace el estudio
quimico de la célula cancerosa en si, su evolucidén y comporta-
miento ante un citostatico, etc. Cierfos tipos de tumores con-
tienen un gran ndmero de enzimas (el carcinoma prostatico y
sus metdstasis contienen gran cantidad de fosfatasa dacida). Al
iniciarse el tratamiento médico, si es efectivo, la enzima va de-
creciendo paulatinamente. Podemos, de esta manera, ir contro-
lando la evolucién de la enfermedad (produccién de metdsta-
sis, etc.). Otra enzima, la fosfatasa alcaling, aparece aumenta-
da en los leucocitos en ciertas enfermedades hematolégicas co-
mo policitemia vera y enfermedad de Hodgkin; mieniras que
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an la leucemia mieloide crénica estd muy disminuvida. La de-
terminacién de esta enzima ayuda a realizar el diagndstico pre-
ciso de estos tres tipos de enfermedad.

Importancia de la histoquimica en biologia. En el campo
bioldgico la histoquimica ha aportado conocimientos de vital
importancia; especialmente a nivel celular. Ha explicado algu-
nos fenémenos de respiracién celular; ha dilucidado la com-
posicidén quimica de las diversas estructuras celulares, etc. Es-
terasas, colinesterasas y colesterasas se encuentran en los mi-
crosomas {pequefas estructuras celulares sélo observables bajo
microscopio electrénico); y probablemente desempefian importan-
te papel en la sintesis y metabolismo de los lipidos. El alto con-
tenido de dcido ribonucleico en los microsomas, indica la parti-
cipacién de éstos en la sintesis de las proteinas. Otro elemen-
to estructural muy importante, especialmente en células nervio-
sas y secretoras, es el complejo de Golgi; el cual ha sido amplia-
mente estudiado en relacién con el mecanismo de la secrecién
de catecolaminas en la médula suprarrenal. Esta se forma den-
tro de pequefias vesiculas de la substancia de Golgi, situadas
cerca del ndcleo. luego las gotas de secrecidon aumentan y se
dispersan hacia la periferia de la célula; de donde son excre-
tadas a través de un sistema de membranas. Este proceso se
puede seguir especificamente en todas sus etapas, por la con-
tribucién de la histoquimica aplicada al microscopio electrénico.

Nos encontramos actualmente en el comienzo de la era
submicroscépica de la biologia. Es decir, en el estudio de la for-
ma, agregacién y orientacién de las moléculas y micelas que
componen las diferentes fases de los sistemas protoplasmati-
cos. El descubrimiento de este mundo submicroscépico es de
importancia capital. Entre las micelas y moléculas que lo com-
ponen y lés enzimas y hormonas y metabolitos que en él se
distribuyen, se producen todas las transformaciones quimicas vy
energéticas que caracterizan a los fenémenos vitales. Es impor-
tante para la fisiologia, porque el conocimiento de la estructura
quimica celular y tisular, es fundamental para poder describir
los mecanismos en que se basan las funciones de las células y
tejidos. Es importante para la embriologia, porque muchos fe-
némenos morfogenéticos pueden tener como substrato, modifi-
caciones quimicas y ultraestructurales; y para la genética, ya
que nos puede explicar el mecanismo de la divisién cromosémi-
ca y hallar la estructura molecular del cromosoma y genes.
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En la Seccién de Histoquimica del Instituto de Investigacién
Clinica de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia,
se iniciardn varios trabajos experimentales de investigacién: el
estudio de los ciclos metabélicos relacionados con la formacién
del glicégeno y la glucosa en el sistema nervioso central normal
(glicogénesis, glicogendlisis y el ciclo de las pentosas); y el mis-
mo estudio, en encefalitis equina venezolana experimental. Lue-
go, se haré el estudio de las alteraciones quimicas producidas
en las células sanguineas en las virosis. Estos trabdjos estén
en fase de preparacién,

La histoquimica es una ciencia muy promisoria en el cam-
po de la investigacién cientifica. Podemos realizar estudios de
calidad en esta rama, gracias al enfoque nuevo que se le estd
dando a la investigacién cientifica en nuestra Universidad.
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RENATO TEOFILO JACINTO LAENNEC
(1781 - 1826)

Eminente clinico francés, inventor del estetos-
copio con el cual ensefi6 cémo aprender a reco-
nocer las alteraciones de los érganos por los cam-
bios de los ruidos auscultatorios. Tenia un cono-
cimiento profundo de la anatomia humana y apar-
te de sus andlisis sobre los signos de la tuber-
culosis y de las enfermedades del corazén, des-
cribi6 magistralmente la cirrosis atréfica del hi-
gado que lleva su nombre.



