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INTRODUCCION

la capacidad que poseen las sustancios proteicas y ofras
macromeléculos de las células vy tejidos, de unirse a los coloran-
tes decidos y basicos o distintes rangos de pH, es una resultante
de los corocteristicos electroquimicos gue poseen,

Las proteinas en solucién son anféteras, o sea, tienen a la vez
grupos dcidos y bdsicos, provenientes de los grupos libres de
cierlos aminoGeidos. Son especialmente importantes los grupos
carboxilos y aminos terminales de lo codeng proteico, grupos ol-
cohélicos y sulfhidrilos de las cadenas lateroles y otras sustan-
cias que se pueden conjugar con la proteina. En soluciones Geidas
ricos en protones (MY, el nimero de corgos positivas de las
proteinos aumenta, pues los radicales acidos tienden o reconsti-
tuirse a la forma no disociada, predeminande la carga positiva
del rodical amonio cuaternario sustituide. En medios muy dcidos,
lo proteina posee sélo cargos positivas. En soluciones alcalinas
se produce lo disociacidn del grupe amenie sustituide cargade
positivamente, predeminando entonces la carga negativa del geu-
po COO. A un cierte pH el nimere de cargas positivas es igual
al nimero de cargas negativos. En ese momento, la proteing
esto eléctricomente neutra y recibe el nombre de ‘'zwitterion':
colocado en el compo eléctrico no emigro hacia el catodo ni ha-
cia el dnodo; ahi se encuentra el punto isoeléetrico.

Lo respuesta de la proteina a los combios de pH puede ser
representodo de ocuerde o las siguientes farmulas:
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De acuerde a las férmulas precedentes, pademos establecar
que las proteinas se compoertan como anicnes a vt pH per encima
de su punto isosléctrico y comao cationes, a un pH por debajo de
sU punto isoeléarico. Por consiguiente, los sustancias proteicas en
soluciones debao de su punto isoeléctrice, se tifien con colorantes
Geidos (onidnicos] y por encima de su punto isceléctrico, con co-
lorantes bacicos |catidnices). Lo metados para determinar, me-
diante tincién con colorantes dcidos y basicos a pH controlado, el
punto isceléctrico de los comporentes tisulares, se bosan en este
supuesfo,

Pischinger' estudid |la influencia del pH en la unién de colo-
rantes Geidos (cristal Ponceau y Cyanol] y bbsices (ozul de tolui-
dira) con diversas proteinos Iin vitro (geloting, clora de huevo] y
con cortes histolégicos de timo y cortilago fijodes en alcohol. Cons-
taté que la tincién con colorantes acidos o basicos fiende o extin-
guirse o un pH especifico pora los diferentes coloides y tejidos
estudiodos; pH que él consideré como el del punto isceléctrico.
Zeiger'® continuéd el trabajo de Pischinger e investigé el efecto
de diversos fijodores guimicos sobre el punto isceléctrico, deter-
minado mediante tincién o pH controlade. Seostuve que el alcohal
es el fijodor que produce menes cambios en el punto isceléctrico
de los tejidos proteicos. Yosozumi y Seki? estudiaron el efec-
to del alcohol y otros fijadores quimicos en lo determinacién del
punto isceléctrico de los glébulss rojos. Levine ™ demostrd gue
el método de Pischinger no revelobo el verdadero punto isoeléc-
trico, pues al combiar el colorante, lo concentrocién de la solucidn
colorante, el buffer, la concentrecién del buffer v la temperatura
de recccidn, se modificaban también los puntos isoeléciricos re-
sultantes. levine introdujo ung técnica en la gue todos los fac-
tores voriobles se reducion ol minimo, El efecte de lo velocidad
de coloracidn fue eliminodo empleande soluciones diluidas de co-
lerante (M /2000) en buffer (M/10) y tifendo hasta que se alecon-
zara un equilibrio (24 horas). Pero evitar la pércida de colorante
bésico |ozul de metileno] en el procese de deshidrotacion en al-
cohol etilico, Levine " introduje el emplec de alcohol butilica ter-
ciario, con el cual la pérdida de colorante es minima. Dempsey y
Singer ® utilizaren el métada de tincién a pH controlade para de-
terminar el grado de basofilio de diversos tejidos. De los resul-
tados obtenides concluyeron, que la capacidad de un tejide para
unir colorante kasico a un pH baje, depende de la existencia de
grupos fuerfemente dcidos, tales como el éster sulfirico, el éster
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fosférico v los grupos carboxilos. Singer y Morrison ' estudiaron
peliculas de fibrina sin medificar y madificada por calentamien.
to y fijocién en formaldehide. Demostraron que la fijacién in-
fluye en lo ofinidad por los colorantes acides y bésicos y en la
determinacion del punto isoeléctrico, bajo condiciones controla-
dos de pH. Observaron que la fibrina sin fijar presenta una pe-
guenia afinidad por los colorantes écides y basicos, mientras que
la fijacién por calor faovorece la accién de ambos colorantes, v
la fijgeién por formaldehido, la ofinidad por los colorontes bd-
sicos. Asimisme determinareon, que el puntc isceléctrico obtenide
por el método de colorocién, no concuerdo con el determinade
por electroforesis (en la fijacién con formaldehido, obtuvieron
una variacion de 0.8 unidades de pH hacie el lodo acide). Spi-
cer ™7 empled un colorante acide [Biebricr Scarlet) o pH con-
trolade en el rango alecaline para diferencar proteinas bésicas,
consideranda sus diferentes valores de extincién,

El método de tincidn o pH controlodo ha side estudicdo
ademdas por Dempsey y col.™®% Singer y Wislocki®; Pearse'® '*
Sekoloff®; lenox, Bracen y Malinski'; Peterson y Weiss®; y
Weiss™,

Utilizando la experiencia adquirida a través de las trabajos
citedos hemes intentads determinar el punto isoeléctrico oparen-
te de diferentes regiones de la piel. El métedp empleado co-
rresponde al usado en la generalided de las investigaciones de
esle tipo®. Lo varigble que estudiomos es la influencia de dife-
rentes mezclas de fijodores quimicos. Estos modifican en distinto
grado la ubicacién del punte isoeléctrico aparente determinade
por este metodo.

Observando lo accién de los fijodores en la ubicacién del
punto isoeléctrica y en lo acidofilia y bascfilia del material te.
fiido, puede obtenerse una indicacién aproximada al valer real
del punto isceléctrico. Como el punto isceléctrico es una cons-
tante importonte, coraceristica paro coda proteing vy que depen-
de de su composicion en los distintos aminodcidos, nes parece
de interés la determinacién de estos valares en piel humano
no-mal.

MATERIAL Y METQDO

Los investigaciones se hicieron sobre verias muestras de pie
hunana normal obtenida por biopsia. Se fijé en: 1.— Formol

- .



neutro al 10%. 2.— Zenker sin acido acético. 3.— Alcohol ab-
soluto. 4— Picro-formol-aleshol (5°C)"". 5.— Formol-ocetate de
sodio. Tiempo de fijocion: 24 horos. Lo inclusion se hizo en po-
rafina por los métodos comunes. 5e obtuvieron cortes de &pu.

El método de tincidn comprendié el empleo de un coloronte
acide, Fost Green FCF, y de uno basico, azul de metileno, en
soluciones separadas a pH controlade. la concentracién del co-
lorante fue de 5 x 10 M en solucién buffer de veronal-acetato de
Michaelis o un pH entre 2,7 -9; y otro, compuesto por glicina
MaCl-NaOH 0,1 M, pH # - 10,8. Se escogieron estas condiciones
bozdndose en los estudios scbre el paorticulor de Dempsey vy
Singer®, Pearse'® " y Peterson y Weiss™,

Los cortes montados en portoobjetos fueron tedidos o tem-
peratura ambiente por 24 horas. Se deshidrataron en alcohal bu-
tilico tercidrio, se diofanizaron en xilol y se montaron en Per-
mount.

Se estudiaron las diferentes regiones epiteliales de la piel,
exceptuanceo el estrato licide v el germinativo. El primero, por-
que encontramos problemaos técnicos en la delimitocion de lo
copa, y el segundo, por lo interferencio que producia la mela-
nina y las nlcleoproteinas.

En la célule, nos limitamaos o lo regidn citoplasmatica, No se
hicieron determinaciones en el nicleo. En el dermis, revisamos
las estructuras popilar y reticular, teniende cuidado en esta Ul
tima de cbservar las gruesas fibras coldgenas solomente.

Para conocer el grado relative de unién de estas diversos
estructuras proteicas con el colorante, se midié la densidod &p-
tica de las diferentes regiones de los cortes de piel. Para ella
utilizamos el histofotdémetro de Lison con un filtra de un espectra
de obsorcién de 500-580-7B0 mp™ ", con iluminocidn Koeller
estabilizada, microscopio con un objetive 45, na &0, ocular de au-
mento 10 X y con un condensador Zeiss aplandtico y acromdtica
na 1. En este histofotdmetro, lo imagen del corte es proyectada
sobre una pontallo en cuyo parte central se encuentra uno célula
fotoelectrica. Se ajusto la luz transmitida a cien por ciente, ha-
ciéndola pasar o ftravés del porta y cubrecbjetos en lugores ve-
cinos al corte de tejido. Posteriormente, se seleccionon los pun-
tos gue se quieren medir, haciendo caer los imagenes en el dia-
fragma de lo pantalla, detrds del cual se encuentra el dispo-
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sitivo fotoeléctrico. El porcentaje de luz absorbida se raleula eo-
mo logaritme negative de lo rozén entre la luz incidente o inl-
cial (I} ¥ la transmitida o final (I}). Este cociente es e porcenta-
je de transmision, el cual se lee directomente en el galvanéme-
tro que posee el circuite foteelécirico. El valor de la absarcién, en
porcentaje, calculode para cada preporacién, se inscribid en un
gréfico relacionandelo con el pH de tincién. Las curvas dibujadas
don indicaciones sobre lo ofinidad de las profeinas del tejido
por estas colorantes.

RESULTADOS

Hemos confeccionade curvas en que se compara la densidad
optica con el pH. Horemos una descripcién detallada de estos
grafices para cada estrato de lo piel, en el orden que fueron
investigados.

Estrata Cérnec.— Lo disposicién general de los diferentes
curvas en los graficos 1 y & sugiere gque esta zono de la epi-
dermis tiene bastante afinidad por ambes colorantes, dcido y bé-
sica. 5in embarge, con el coloronte basico no hoy un descenso
regularmente sostenido, comeo een el colorante dacide. Comparan-
do los diferentes fijadores, observomes que hay uno disminucién
relativa de la acidofilio en el siguiente orden: formal neutro, Zen-
ker, alcohel y picro-farmol-alcohol. En cuante @ lo afinidad por
el colorante azul de metileno, el fijador que preduce la mayer ba-
sofilio es el Zenker. Lo bascfilio decrece con el alecochel, formol
neutro y picro-formol-alecheol (Gréafico 1). En el grafico 6 se ab-
serva que el formol-acetato de sodio aumenta la basofilia en
relacign con el formol neutro, mientros que lo acidofilia per-
manece igual. Esto desploza el punto isceléctrice de lo preteina
hacio una zona mas acida de pH (Tablal). Este fendmero se
repite regularmente pora laos ofros partes de lo piel estu-
diados (Graficos 7, 8, 2 y 10) v que no mencionaremos més en
este  copitula, sing que serd onolizade en la discusidn, los
combios en lo ofinidod de la proteina por el Fast Green a dis-
tintos pH za traducen en relacidén con el azul de metileno en un
ascenso mds grocual de la curva. Con el ozul de metileno ob-
servamos bruscos oscensos para los diferentes fijadores entre los
pH 5.7 — 6,3, siende lo subida més pronunciada para les fijo-
dores Zenker y alcohol. Si tomamos los cosos extremos, vemos
que Zenker fiene, o un pH 57 un porcentaje de absorcibn
de 175 vy, a pH 63 uno de 80; lo gue do una diferencia de
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ESTRATO CORMNEDQ

ESTRATD GRANULOSO

ESTRATO POLIGONAL

DERMIS PAPILAR

DERMIS RETICULAR

Valores de los puntos isoeléctricos aparentes de las distintas ronas
de la picl, segin el fijador empleado.
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Influencia de distintos fijandores en Ia determinacién del punto
isoeléctrico aparente en el estrato cérneo de la plel humana normal
Las figuras negras Indienn o tincidn con a=xil de metileno; las sin
rellenos, Ia tincidn con Fast Green.
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62.5; esta misma diferencia es de 22,5 para el fijodor picro-
formel-alcohel. Se deduce que material fijade en Zenker tiene
mayor copocidad paro tedirse con el colorante basico. La ex-
tincién con azul de metileno se produce a pH. 4,5 para la for
malina neulra y entre pH 4.9 - 5,1, para los demés fijadares.

Lo ubicocion del punte isoeléctrico oparente estd en el en-
trecruzamiento de las curvas del ceolerante dcide v basico y se
dispersa, pora los diferentes fijadaores, en una magnitud de 1,3
unidades ce pH (Tabla ). Hay una diferencia poce apreciable
en los wvalores de densidod dptico que se obtienen en esta con-
fluencio. Ellos van de 27 para el formel neutra hasta 425 como
maximo pora el alcohol,

Griafico %
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Influencia de distintos fijadores en In determinacidn del punto
isoeléctirico dparente en el estrato granuless de la piel humana nor-
mal. Las figuras negras indicen Ia tincidn con azul de metileno; Jas
sin relleno, la tineidn con Fast Green.

Estrato Granuloso. — El ospecto general de los curvas en les
graficos 2 y 7, indico una ofinided regulor de lo proteing, en
los niveles de maoyor absorcidn, por el colorante dcido; me asi
por el colorante bésico. Se aprecio que lo dccion de los distintos
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fijodores quimicos puede disminuir la acidofilia relativa. El for-
me! lo disminuye en mayor grade y el alcohol, Zenker y picro-
formol-aleohol, producen una maoyer afinidad por el colorante
4cido. La basofilia relativa aumenta més por la fijocién con
Zenker; lo siguen el formol neutro, aleohal y picro-formol-aleshel.
los cambios de afinidod para ombos colorantes a distintos pH
se procducen en forma bastante gradual, lo que se expreso en lo
regularidad de la inclinacién de las curvas.

La ubicacién del punto isoeléctrico para los distintos fija-
dores se distribuye en 1,2 unidades de pH (Tabla I}, En los pun-
tos de cruzamiento de ambas curvas, la densidad dptica pora
el fijoder Zenker y formol-acetate es alta: 755 y 72,5 respec-
tivamente., Para el resto de los fijodores varia entre 53 y &0,
La extincién con azul de mefileno no se estudid completomente,

no obstante_ se ocbservd que tiende o producirse por debajo del
pH 4.

Estrate Poligonal. — Lo disposicidn general de las curvas
en los graficos 3 y 8 sefalg uno afinidad similar de esta zona
de la piel por ambes colorontes, acide y basico. Ademds, po
demos observar que la fijacién con formol disminuye la acide-
filio en relacién con el resto de los fijadores, ¥ que el picro-for-
mol-alcohol es el fijodor que lo oumenta mds. En o referente
al aumento de aofinidad por el celerante bésicoe, podemos decir
gue el Zenker, en relocidn con los demds fijodores, es el que
proveca mayor basofilia [Grafice 3], Llos combios de afinidad
por ambos colorantes a distintos pH se producen en formo gra-
dual, sobre todo para el azul de metileno. Lo extincidn con ozul
de metileno se encuentra por debajo del pH 4.

La ubicacién del punto lsceléctrico aparente para los di-
versos fijadores se desploza en una magnitud de 0,7 unidades
de pH [Tabla I). En los puntos de entrecruzamiento para ambas
curvas, la densidad éptica para lo fijocidn con Zenker es de 67.5;
con picro-formol-alcohol, 66.5; formol acetate, 55; alcohel, 52,5
y formal neutro, 44,5,

Dermis Papilar. — De lo imogen de los curvas de los grafi-
cos 4 y 9, se desprende que esto regidn de lo piel presenta uno
mayer afinidad por el colorante écide. Lla fijocién con formol
neutro, aleohel y Zenker, disminuyen muche lo acidofilio en re-
lacién con el picro-formol-aleoheol. Lo accién del fijoder Zenker
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Influencia de distintos fijadores en la determinacién del punto
Isoeléctrico aparente en el estrato poligonal de ln piel homana normal,
Las figuras negras indican la tinelén con azul de metileno; las sin re-
lleno, la tincidn con Fast Green,

aumenta la basofilia en relacién con los demas fijadores; ésta
decrece por la fijacién con formal neutre, alcohol y picre-farmal-
alecohol. En relacién con el resto de los fijodores, la basofilio
disminuye bastante por la accién del picro-formol-alcohol. El pun-
to de extincién del azul de metileno es muy constante para los
distintes fijodoras: se produce entre los pH 4.9 - 5,2,

la ubicacion del punto isoeléctrico aparente se dispersa,
para los distintes fijodores, en una rmagnitud de 2,7 unidades
de pH.

Dermis Reticular— Lo observacién global de las diferentes
curvas en los gréficos 5 v 10, nes sefiala que la dermis reticular
presenta mayor afinidad per el colorante écido, En relacidn con
los demés fijadores, el formel neutro es el que mas disminuye
la afinidad por los colorantes acidos; lo siguen el alcohel, picro.
formol-alcohol y Zenker. Lo bosofilio se observa notablemente
disminuida por lo occién del fijodor picro-formol-alcohol en re-
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lacién con el resto de los fijodores. El punto de extincion con
ozul de metileno es semejonte para los diversos fijodores y se
produce entre los valores de pH 49 - 52,

La ubicacién del punto isoeléctrico oparente se desplaza en
una magnitud de 2,5 unidodes de pH (Tobla 1).

DISCUSION

Se han hecho pocos estudios scbre la afinidod de las dis-
tintas regiones ce piel por los colorantes dcidos y bdsicos' ™.
Las informaciones de orden histoguimico gue se pueden lograr
por estos procedimientos técnicos, son variadas y han sido acep-
tadas en su maoyar parte y en menor grade controverti-
dos' *"" ™% |Uno de los datos mbs impeortantes gue se obfie-
nen mediante lao tincién con colorantes Geidos y  basicos o
pH controlado, es el punto isoeléctrico aproximade o aparen-
te4 "3 Fote e encuentra en el punto de interseccidn de los
curvas de tincidn con ambes colorantes, lo que significa gue a
ese pH el tejido posee igual ofinidad por elles. Pora el coso
de las proteinas, encontromes olli un valor equivalente de las
cargos positives y negafivas, de los grupos basicos y acidos
lgrupes NH; * y COO'), Esto se debe a la disociacidn carocte-
ristica de los proteinas'’® En su estado notive les protei-
nos presentan poca o ninguna aofinided por los colorantes  &ci-
dos y bésicos™; es decir, son muy poce acidéfilas o baséfilos,
Estudiando lo migracién de los proteinos en un compe eléctrico,
es como se puede determinar el punto iseeléctrico y también el
punte iscibnico: la minima movilidad, a determinado pH, es el
punta mencionade. Por otra parte, cualguier modificacién fisico-
quimica gque se infroduzca en la estructura de estas sustancias
va a producir una alteracién del punic isceléctrico; lo cual altera
el grado de acidofilic o bascfilio. Una de los alteraciones mas
importonies gue se llevan a cabo en el estudio de los fejides, es
la fijacién guimica. A ella dirigimos nuestra atencién especial-
mente,

El process de la fijacién, generalmente, aumenta la capo-
cidod de unidn del tejido con los colorantes, Hay un incremento
equivalente o desigual en las corgas eléctricas de lo proteina,
Es lo que expresomos clésicamente como oumente o variociones
en lo basofilia y acidefilia, segin que la ofinidad sea por el
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colorante bésico o acido. Algunas de las conclusiones estable-
cidas sobre la accién del fijodor en la copacidad de colorabili-
dad del tejido fueron reunidas por Baker'. Se ha visto que la
formalina couso una disminucién de lo ccidofilia del tejido, de-
bido a la unién de esta sustancia con los grupes NH; de las pro-
teinas™, lo que confirmomos en este trabajo. Este mismo fi-
jodor, segin Baker' "cumenta la basofilie mas que cualquier
otro. fijador”, cosa gue no se produce en nuestros estudios en
los que el Zenker proveca lo mayor afinidad por el colorante
bésico.

Grifico 4
L
& Bl
& Janker =
Bl T g
@ Ry eaabaket A
fa
L
"o
a
-
s
Fie e
)
-
o
c e
1]
=]
L™
22
=
1
u ¥ F3 F] ] [ Ll

Influencia de distintos fijadores en la determinacién del punto iso-
eléetrico aparente en la dermis papilar de la plel humans normal. Los
figuras negras indican In tinclén con azol de metileno; las sin velle-

no, Ia tincion con Fast Green.

las sales de mercurio se unen principalmente a los grupos
omino de las proteinos produciendos un efecta similar al del
formel. El dicromaoto de potasio actuaria en forma semejante al
éicido crémico, o sea, como coagulante fuerte, a pH bajo, 3,5 - 3,8.
Este valor es alge inferier al punto isceléctrico de muchas protei-
nas y ha sido llomado rango critico . En las zonas de pH cer-
canas al punfo isoceléctrico de los proteinas, el efecto de los soles
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de cromo no ha side estudigdo. La mezclo Zenker sin acido acé-
tica tiene un pH gue coe ligeromente en el lado superior al range
critico y las proteinas reaccionon con los aniones cromo en este
case '. Resumiendo, el aumento de bosofilia causedo por el Zen-
ker puede deberse a lo accion bloguesdora del dicromate de pe-
tasio y bicloruro de mercurio sobre los grupe amino y al efecto
precipitonte de este dlfimo.
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Influencia de distintos fijadores en la determinacion del ponto iso-
eléctrieo aparente en la dermis reticular de la piel humana normal.
Las figuras negras indican In tincién con azual de metileno; las sin re-
Uene, la tincion con Fast Gree.

El alcohol produciria el menor desplozamiente del punto iso-
eléctrico de las proteinas' ' "7, lo gue interpretames como un cam-
bio equivalente en magnitud en lo basefilio y acidefilic de los
estructuras. Se explica esta occion porgue el olcohol tiene un
efecto desnaturalizante y no se uniria o los diferentes grupos fun-
cionales de los proteinos. MNuestros resultodos confirmaorion esio
opinién, ya que el punto isoeléctrico de las regiones de piel fijadas
con alesheol, se ubien en una posicién intermedio entre el punto
determinado con otros fijodores. En los grdficos, siempre lo en-
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contramos hacia la izquierda del formel neutra v Zenker, ¥ hacio
la derecha del picro-formol-alechol. Esto constancia es caracte-
ristica e induce o pensor que el olcohol mantiene el punto iso-
eléctrico de las proteinas en un punto opreximado al real. Segln
Boker !, este fijador produciria un cambie en el punto isceléctrico
de alrededor de 0,5 unidodes de pH en el sentide de menor
ocidez.
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Influencia de los fijadores formol nentrs y formol-neetato de so-
die en la determinacién del punto Isoeléctrico aparente en el estrato
chrnee de lo piel humana normal, Las figurag negras indican Ila tin-
ehin con azul de metileno: las sin relleno, la tincidn con Fast Green.

Se ha dicho gue lo formalina desplozo el punto isceléctrico
cerca de una unidod de pH hacia el lode Gcido en relacién con

el alcohel. En nuestro estudic no se mantiene esa constancia
(Tabla 1)%,

El acido picrico disminuye bostante lo afinidad por los colo-
rontes basicos (posiblemente por blogques de los grupos carboxi-
los). Ademds, la acidofilia seria aumentada por este fijodor. Todo
esto hoce que el punto isocelécirico esté muy desplazado hacia el
lado menos dcide del pH y en algunos casos hacia el olcalino,
en todos las zonos de piel estudiadas,
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Hemos comparado en graficos apartes (6 a 10), la accién fija-
doro del formal-acetato con la del formol neutro. Hay una cons-
tancia en la acidefilio con ambes fijadores; se ve que se dibujan
curvas semefjantes para el colorante acido en todas las zonas de la
piel, excepte en el estrate granuleso (Gréafico 7). Este confirma
la accién del formal sobre los grupes amine en ambos fijodores.
En cambio, la baosofilioc es medificada: aumenta can la fijacidn en
formol-ocetato. Lo interpretocién que domos o esto se baia
en la accién del ocetato de sedio, que pedria producir una ma-
yor liberocidén de grupos corboxilicos por efecto ligeramente des-
naturalizante sobre las proteinas. Como consecuencia, se observa
un desplozamiento leve del punte isoeléctrico hacio el laodo acido.
Creemos que pequencs combios en la composicién del fijador,
estudiodos de esto manara, pueden oclarar la accién de electré-
lites u etras sustancias en la fijacién.
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Influencia de los fijadores formol oeutro ¥ formol-acetato de so-
div en I determinaclion del pimto lsoeléetrico aparents en ol esteato

granuloso. de la piel humana normal, Las fipuras negras indican
tineidn con azul de metllens; las sin relleno, la tinelén con Fast Greomn.

Otro date histoquimico que se obtfiene por la técnica de tin-
clén a pH contrelade es la extincién con ozul de metilena. Ne
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podemos dejar de decir alge sobre esta materia, aunque la orien-
tacién principal de nuestro trabajo no se ha dirigido en este sen-
tido. Se puede establecer el grado de basofilio del tejido deter-
minando el pH en el que se pierde lo fincién con azul de meti-
lenc. Asi ze llegon o diferencior con cierto aproximaocion, protaej-
nas, mucopolisocéridos acidos vy nucleoproteinas segin su capa-
tidod de conservar lo baosofilia @ pH mas bajo*®" '™ #, Paro
nJestro trabajo, la utilidad de estas ebservociones reside en que,
determinado el punte de extincién, podemos tener una idea sobre
la probable existencia de mucopolisacarides y nucleoproteinas en

2l tejido que estudiomos®.
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Infloencia de los fijadores formol neatre y formol aectato de so-
idio en la determinaciom del punto isceléctrice aparente en el estrato
poligonal de la piel humana normal. Las figuras negras indican la
tincidm com arzul de metileno; las sin relleno, la tineldén con Fast Greeun.

Bosandonos en todos estos conocimientos sobre lo accion de
fijadores quimicos en el punto isoeléclrico y valores de extincién,
se pueden discutir elgunos hechos observados en cado zona de
la piel.

Estrato Cérmeo. — Esta zona de lo plel es de carbcter esca-
moso y su composicion es principalmente proteica. Contiene mu-
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cha cantided de aminodcidos basicos, come argining, lising, his-
tidina y el aminodcide ozufrado cisting.
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Influencia de los fijadores formol neutro y formol-acetato de so-
dio en la determinacién del punto isoeléetrico aparente em ln dermis
papilar de la piel humana normal. Las figuras negras indican la tin-
eidm com azul de metileno; las sin relleno, la tincidn con Fast Green.

Posee bastante afinidad por celorontes écides y basicos lo
fque se desprende del ospecto regular de los curvas con los di-
ferentes fijodores. Con el colorante bdsico hay incrementos brus-
cos de afinidad especialmente en el material fijado con Zenker
y alecohol: Si miramos esto desde un punte de vista inverse, po-
dria interpreta;se como una extincién més o menos brusca de
la tincién con ozul de metileno. Cuando se obfienen curvas de
este tipo, se dice que la envoltura electrostatica de la proteing es
mas sensible o los combios pequefios de pH. Estos incrementos
serian coracteristicos paro algunos proteinos . Por otra parte
esta posibilidod de reaccién facil o sensible de la proteina con
el colorante esté adversamente influenciodo por la posibilidad
de blogueo de sus grupos reactives con aclgunc de los fones in-
troducidos poi el fijodor. Creemos sin embargo, que la proteina
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constituyente del estrato cdrmeo no sufriria una gran modificacién
por este tipo de reocciones blogueadoras.

El punte isoeléctrico de la guerating estario alrededsr de pH
4. Datos bieguimicos, le asignan un valor de pH 5,54

Lo extincién con colorante basice a pH 4.5 Indica que los
grupos gue se unen no son extremadomente acidos. Mo corres-
ponden o mucopolisacirides dcides sulfatados nl o nucleopro-
teinas. Los valores de absorcién en el punto isceléctrico se distri-
buyen en poce més de diez unidades para los distintos fijado-
res; esto expresorio uno occidn quimico mas o menos homogénea
de todos ellos sobre el tejido.
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Influenecia de los fijadores formwol nentro ¥ formol-acetato de so-
dio en la determinacion del ponto Isoeléctrico aparente en la dermis
reticular de la piel humana normal. Las figuras negras indican Ia
tincién con azul de metileno; las sin relleno, la tincidn con Fast Green.

Estrato Granuloso.— Llas células constituyentes de esto zono
de lo piel tienen forma aplaonada carocteristica. Se encuentron
en filas de 3 células de espesor promedis,
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Mos interesd principalmente, estudiar los granulos de quero-
tohiolina gue contienen en su citoplasma. Se ha descrito en ellos
la existencia de sustancias, tales como proteinas sulfuradas con
aminodcidos del tipe cisteina %, nucleoproteinas * ' vy muco-
polisactridos ''. Encontrames afinidad marcoda de o - pro-
telna por ambos colorantes especialmente el acido [(estos granu-
los se describen como baséfilos con las técnicas corrientes de tin-
cibén histalégical. Aqui, a diferencla de lo que ocurre en el es-
trato coérneo, no hay incrementos bruscos de unién con cualguiera
de los colorantes, Proboblemente hay una accién blogueadora
alge supe:ior por los fijodores. Esto es especialmente visible ha-
cia la zona mas alto de pH, en que se observa que las curvas
tienden a hocerse horizontales con los des colorantes.

La distribucién de los puntos isoeléctricos es muy cercano
entre si, y.se puede decir que el punto isoeléctrico oparente de
la proteino constituyente de estes grdnulos se encontraria cerca
de pH &, El punto més elevade de cruce de curvas corresponde
o Zenker: se alejo mas que el resto de los fijadores y confirma
nuestra opinién de que esta proteina se modifica mucho por
los constituyentes de este fijodor. En el grafico que se refiere o
este estrate [Grafice 2) lo extincidn con azul de metfilenc no apo-
rece representada, por dificultades técnicos para  determinarlo
con el histofotémetro. Sin embargo, por observaciones con el mi-
croscopio Aptico; pudimaos determinar que se produce per debaije
del pH 3. Por ello creemos que lo composicién de lo sustancio
queratohialinica contiene nicleoproteinas y guizds mucopolisacd-
rides dcidos.

Estratoe Poligonal— Es uno zono de lo epidermis que fiene
gran abundancia de células, cuya forma es poligdrica. Se le lla-
ma tombién estrato espinoso por las expansiones citoplasmati-
cos que contactan una célula con otra, éstes han sida [lamados im-
propiamente "puentes intercelulares %,

En nuestro estudio revisamos lao composicibn profeica cito-
plosmdtica de los célulos poligonoles mas superficiales. En un
principio lo hicimos también con las células prafundaos, pere en
nuestras mediciones no encontramos mayor diferencia con  los
externas [las mas superficioles presentan la ventaje de que son de
tamafio més grande v no contienen meloning, lo que fecilita lo
medicién. Lo ofinidod per calorantes es alge elevada en general.
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El Zenker y lo mezcla picro-formol-alcohol, son los que mas la
aumentan,

El punte isceléctrico se encuentra cercono o & y, si admiti-
mos que el olcohol lo desvio un poco en el sentido de lo menor
ocidez, podemos decir que estaria entre 5.5 v &, El rango de pH
en el gue se mueve el punto izoekéctrico con los diferentes fijodo-
res es el mas pequefio observado para todas |los zonos estudicdos
(0,7 unidades de pH). Lo extincién con el colorante basico no se
puede apreciar en el grifico 3, pues al igual que poro el estra-
te granulose, no fue pesible determinaila por medicién con el
histofotémetro. Sin embarge por observaciones con el microsco-
pic dptico vimos que tiende o producirse o un pH ligeramente in-
ferior o 3.

Porcién Papilar del Dermis.— 5u estructura es lo de una va-
riedod de fejide conjuntive, Esta constituida por fibras conjun-
tivas finas, abundonte susfoncio amorfo v los célulos propios.
Conforma las llomadas popilas del dermis. En nuestras medicio-
nes tratamos especialmente de ubicar las fibras, pero no siem-
pre lo logramos, porque todo el tejido presenta baostante homo-
geneidad estructural. Es probable gue hayo interferide en cierto
grado la tincién de lo sustancio amorfa en los valores obtenidos.

El tejido es predominantemente acidéfilo, tal come podia
esperarse de lo naturalezo proteico del coldgeno, Es digne de ha-
cer notar el oumento oprecioble de acidofilia v disminucién de
basofilla introducides por el fijoder picra-formel-alcohal lo que
hace aparecer el punto isoceléctrico corride hacia el lado alcaline
IpH B,5). Creemos que esto no es un hecho real sine que se de-
be a influencia del fijader solamente.

El punto isoeléctrico se encuentra mas bien en la zona de 4,5
que es donde se cruzan las ofras curvas, lo extincién con azul
de metileno se produce @ pH 5 muy exactamente. Pensamos que
no hay mucha interferencia por sustoncias que no son proteicas.

Porcién Reticular del Dermis.— Su ubicacién es mas profunda
¥ no tiene un limite neto con la otra regidén del dermis. Lo es-
tructura corresponde o lo variedad de tejide conjuntive denso.
Destacan en él, fuera de las formaciones anexas a la piel, gruesas
fibras colagenas. En ellas hicimos el estudio del material colége-
no pora complementor lo obtenide en el estroto papilar,
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Se nota bostante semejonza en los resultodos de ambas
porciones dérmicos. Compaorativamente hay, en este coso, un ou-
mento bostante marcade de la acidofilia, y pequefie en la baso-
filia. Lo Unico excepcién la presenta el picro-formol-alcohal, que
disminuye notoriamente lo basofilia; lo que unide al aumento
de acidofilia lleva el punto isceléctrico hasta 8,8; valer que con-
sidecamos muy influide per la accidn del fijader, tal como en el
coso de la zona papilar.

El verdaders valor del punto isceléctrico debe estar alrede-
dor de 7, cosa que se desprende de la constancio que se observa
con los otros fijadores. En todo caso es diferente al dado por lo
literatura pora el coldgens sin fijor. Como la extincion con el co-
lorante bésico se produce oproximadamente a pH 5, y en la zeona
reticular tenemos lo seguridad de haber estudiade fibras colo-
genas, no_hay interferencia por sustancios de ofro naturaleza,
Esto se puéde hacer extensive a la otra zono del dermis en que
se obtuve un valor de extincién semejante,

RESUMEN

Hemos realizade un estudic histoquimico de algunas re-
gicnes de la piel humano normal. Con este objeto, hemos em-
pleado la técnica de tincidén gque utiliza colorantes écidos y bé-
sicos, o pH controlade. Unc de los datos mas impestantes, ob-
tanido por la aplicocién de esto técnica, es la determinacién del
punto isoeléctrico aparente,

Histoquimicamente, se debe estudiar este punto (pHi) en fun-
cién de la influencia de diversos fijodores quimicos. Asi, obser-
vamas, gue la ubicocidn del punto isceléctrico aparente es mao-
dificade en distinte grado por les diverses fijadores. Lo fijo-
cién en formalina 10% y Zenker sin éAcide ccético, desploza el
punto isoeléctrico aparente, hacia uno zona mds acida, por tro-
tarse de fijodores que bloquean los grupos amino de las proteinos,
El alcohel producirio el menor desplazamiento, debido o gue no
se une a ninguno de los grupos funcionales de las proteinas. El
fijadar picro-formel-alcohel, en cambio, desvia el punto isceléc-
trico hocia el lade menos dcido y, en algunos estructuras de lo
epidermis, hacia lo zona alcaling, debido o que el acide picrico
de la solucién, bloguea los grupos carboxiles.
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la fijacién también influye en lo moayer o menor afinidad
del tejide por los colerantes. Hemos podide observar que la
formaling disminuye lo copacidad de unidén por los colorantes
acidos. Zenker aumenta lo basofilia del tejido. El alcohal fave-
rece lo unidn con ombos colorantes, y el picro-formol-alechol
exacerba la acidefilia,

La téenica de tincidn a pH controlado nos permitié establecer
les valores de extincién con ozul de metileno. Asi pudimos de-
rerminar, diferenciolmente, si en los sustoncios proteicos estu-
diadas, se encontraban presentes nlclecproteinas o mucopoli-
sochridos dacidos.
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