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PAS: Coloracion del dcide periédico-reactive de Schiff,

SNC: Sistema nerviose central,



INTRODUCCION

Lo existencia de los mucopalisacérides en el sistema nervio-
so central de los momiferos fue demostrada inicialmente por and-
lisis histoquimicos' 45711 0495 Hap sido sin embargo, los estu-
dios biaquimices los que han permitide identificarlos y caracteri-
zorlos como constituyentes del tejido nervigso® /! 1 2 37 44 45 50

Hess™ en 1953, reveléd lo presencia de un material PAS posi-
tivo en la llamada sustoncia fundamental del SNC de ratones, y
concluyd que este material podria corresponder a un tipo de mu-
copolisacarido. Sulkin® reportd posteriormente, la existencia de
un depésito PAS pesitivo en los neurcnas de perros seniles; v lo
identificd como un mucopolisacdride neutro & come una muco-
proteing, Brante® 7 sugirid, que el citoplasma neursnal de los ma.
miferos debe contener mucoides,

El estudia histoquimicn, realizade en forma sistemdtico pdra
identificar mucopolisacéridos acidos en el SNC, fue iniciado por
Abood y Abul-Haj' en 1956, y por Yaung y Abood™ en 1940,
quienes utilizando la técnica del hierro coloidal preconizada por
Rinehart v Abul-Haj, demestraron la presencia de wn mucopolisa-
carido Gcido en el axoplasma y neurilema de nervios periféricos
de anfibios y mamiferos, y en el citoplasma, axén y dendritas de
las neuronas de cerebros de diferentes vertebrados, Este mucopo-
lisacéride acido, debido o su facil digestién por la hialuronidgso
testiculor, fue identificode coma écido hialurénico, Sin embargo,
el estudio de Abood y Abul-Hoj no es concluyente, si se tiene
presente que esta enzimga fambién digiere otres mucepelisacéri-
dos dcides coma el condroitinsulfato A v el condroitinsulfate C.
Posteriormente, Bonaretti y Boschi® hon reportado alteraciones en
la contidad de mucopolisacérides dcides |acido hialurdnics) en
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los axones de nervios periféricos afectodos de degeneracion
walleriano.

Los andlisis bioquimicos de cersbros de diferentes mamife-
ros realizados por Brante®’, Szobg y Roboz-Einstein®: Meyer y co-
laboradores, Hoffman, Linker, Grumbach y Sampson®, Clausen y
Rosenkast’, Clausen y Honsen®, y Singh y Bachhawot: ™, hon de-
mostrodo lo existencia de diferentes fracciones de mucopolisacd-
ridos dcidos: acide hialurénice, condroitinsulfato A, condroitinsul-
fate C, heparina, heparansulfoto, dermaténsulfate y ofras frac-
ciones sulfatodas no identificodos hasta el presente. Robinson y
Green', administ:ando o ratas sulfoto morcodo con 5%, obtienen
del carebro, un extracto con propiedades similores a un sulfomu.
copolisacaride; y ¢l cual fue locolizade por técnicos outerradio-
graficos en fo sustoncia gris, especiolmente en la copa de células
polimorfos y fusiformes del cerebro y en los copos gronulosa y
de las célulos de Purkinje del cerebelo.

Teniendo en mente que lo informaocién existente hasto el
presente, desde el punte de wista histoguimico, sobre los muco-
polisacaridos dcides del SNC, no es concluyente, y habiendo side
reportada, por andlisis bioguimicos y por técnicas autorradiogra-
ficas, lo existencia de varics frocciones de estos compuestos, he-
mos creido conveniente realizar un estudic histoquimice sistema-
tico en el SNC de los mamiferos con el objeto de precisor lo loca-
lizacién regional y celular de los diferentes fipos de mucopelisa-
caridos acidos, Los ovonces recientes oleonzados por e Histogui-
mico en la locolizacién y carocterizacion de toles compuestos en
los tejidos, utilizandso el ozul alcidn BGX como colorante hésico,
preparodo en solucienes de diferentes pH! . % y en soluciones
con concentraciones crecientes de clorure de magnesio® nos per-
miten iniciar este estudio; el cual serd llevads o cobo en los di-
versos tipos celulores del SNC de los mamiferos.

Muestro interés en tales mocromoléculos se deriva de su pro-
bable porticipacién  en funciones primordiales del sistemea ner-
vioso, toles como en lo conductién del impulse nervioss, en lo
excitabilided, en la unién con ominos biogénicas y en el trans-
porte de solutos' ¢ 10 1EH M |ng ver concluido este estudio sis-
temdtico podremos, posteriormente, estudiar los modificociones
sufridas peor estos compuestes durante lo mielogénesis, en proce-
sos desmielinizontes, en infecciones virales coma la encefalitis ve-
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nezolana, en procesos necplésicos y en otros sindromes neurald-
gicos. El presente trabajo cumple lo primera etopa de este estu-

dio sistematico, ol realizar una amplio exploracién histoquimica
de los mucopolisacérides acidos intraneuronales en el SNC del
ratén albino suizo y demaostror, en el citoplosma neuvronal, el
acido hialurénica, el condroitin-4-sulfote v/o el condroitin-6-sul-
fato; odemds de otro compuesto sulfatade, proboblemente el der
maténsulfate. Hasta el presente no hemos encontrade en la lite-
ratura mundial, ningin estudie histoguimica previe o éste, gue
demuestre toles compuestos sulfatados en las neurenas.

Los términos mucinos acidas, mucopelisocarides acides y glu-
cosaminagluconos Acides serdan utilizades indistintamente como
5inanimas.

MATERIAL ¥ METQDO

Se utilizaron trescientos ratones albinos suizes adultes, apa-
rentemente sonos, cuyo peso osciloba entre 25 y 30 gramos, los
cuales fueron anestesiodes con inyeccion introperitoneal de 0.20 -
0.30 mg. de Membutal [Pentobarbital sédico de los Laboratarios
Abbott] por gramo de peso corporal. A un grupo de 230 animales
socrificodos por decopitacidn, se les extrojo el cerebro répida-
mente, el cual fue seccionado sagitalmente en segmentos de 0.3
¢m. de grosor, Estes blagues fueron fijades en glutoraldehids ol
1% en solucién omortiguadora de fosfato de sodic 0.TM, a pH
7.4 y osmolaridod de 380 mOsm/litro. El tiempo de fijacién varid
entre 18 y 24 horos. Los restantes 70 ratones fueron fijados me.
dignte la técnica de perfusién wvascular preconizada por Palay y
colaborodores”™ y medificada por nosotros paro adaptarla al ro-
tén albine swvize. El liguido de perfusién utilizads fue similar o
la solucion de glutaraldehide empleada en la fijocién por inmer-
sion del otro grupe de rotones. Una vez completoda la perfusién,
s& oislo cvidodosamente el sistema nervicso central, se secciond
longitudinalmente en bloques de 0.3 ¢m. de grosor, los cuales
continuaron fijindose en fijador fresco frio por 12 horas. Los pro-
cesos que siguieron o lo fijocion del materiol fueren idénticos pa-
ra todos los cerebros, fijades por inmersidn o por perfusion. Los
blogues, después de ser lavados toda la noche en solucién amor-
tiguodora frio de fosfato de sodic 0.1M o pH 7.4, fueron deshi-
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dratadas en etanol o concentraciones crecientes de 50%, 70%.
95% y obselute; luego se les hizo infiltracién con xilol v se in-
cluyeron en parafing o en Tissuemat Fisher. Las secciones, de &
o 8 micras de grosor, fueron desparafinadas, hidratodas y suje-
tos o las siguientes reacciones histoquimicas.

| — Colortcién de azul alcién en solucién a pH 2.5. En esto
técnica, original de Steedman® y modificada por Mowry™, el azul
alcién BGX [Naotional Aniline) es empleade al 0.1% en selucion
de Gicido acético al 3% cbteniéndose un pH de 2.5. Los seccio-
nes son fenidas per treinfa minutos a temperdtura ambiente, ler-
vados en agua destiloda y coloreadas luego con Kernechtrot (rojo
nuclear ripido de G.T. Gurr) ol 1% por 2 6 3 minutos. Este Gltime
se utilizdé como colorante nuclear.

2. Coloracién de ozul alcién en solucién a pH 1.0, Esta tec-
nica, selectiva para la demastrocion de sulfemucopelisacaridos,
utiliza el colorante @ una concentracién de 0.1% en selucién de
acido clorhidrico 0.1N, pH 1.0, segin lo técnica de Lev y Spicer®.
las secciones son coloreadas por 30 minutos, secadas con popel
de filtro y luego recelorendos con Kernechtrot.

73— Tincién diferencial de glucosamineglucanos acides. Esta
técnica, basada en el principio de la “concentracién electrolitica
critica” y preconizado por Scott y Dorling® en 1965, consiste en
la preparacitn de una serie de vasos de Columbia que contienen
azul aleidn al 0.05% en solucién amertiguadera de acetato de
sodio, pH 5.8; y ademés, cloruro de magnesio en concentraciones
tales que permiten obtener una melaridad diferente en cada vase
de coloracion; esta molaridad, creciente, vo desde 0.1M hasta
T.4M. En coda uno de |es vosos de Columbio se coloca un juego
de secciones, gue son coloreadas por 2 heras o temperatura am-
biente; luego son lovadas en agua destilodo y coloreadas de nue-
vo con Kernechtrof.,

4 — Efecte de algunas enzimas sobre las caracteristicas tin-
torlales de las células nerviosas, Para evaluar la susceptibilidad
de la olciancfilia @ la digestién con hioluronidesa, los secciones
de tejido fueron sometidas por 2 o 20 horas, a la accién de la
hialuronidasa testicular [Nutritional Biochem.) @ uno concentracion
de 0.05% con una actividad de 300 U.5.P, U/mg, preporoda en
solucién amertiguadera 0.1M de fosfato de sedie, pH 5.5, de
acverde @ lo técnica de Leppi y Stoward”, Llos secciones de cen-
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trel tueron incubadas, durante el mismo lopso de tiempo, en lo
solucidn amartiguadera sin enzimao. Estos secciones, junto con las
previomante trofadas con lo enzima, fueron coloreados con todas
las tinciones de ozul alcidn mencionodas anteriormente,

Para procticar digestion proteslitica o los secciones, se utili-
zo pepsing [Sigma, cristalizada dos veces) a una concenfracién de
2 mg/ml en una solucidn 0.02N de acetato de sadia-dcide clor-
hidrico, @ pH 2.5. El tiempe de digestién fue de 30 minutos a
37C. Estas secciones digeridas, junto con los secciones de contral,
tratadas en lo solucién amortiguadera, sin enzima, fueran colo-
readas con azul alciin o pH 2.5.

Con el objeto de discriminar si la alconofilia presente en el
citoplasma neuronal es debida a los glucosominoglucancs acidos,
al acido ribonucleico, o a ombos, se trataron un grupe de seccio-
res con ribonucleosa tipo I1-A (Sigmal o lo concentracion de 0.04
ma/ml en agua destilada en widrio, por 2 horas a 37°C, Las
secciones digeridas y los de control, fueron coloreadus con verde
de metilo-pironing Y, segun lo técnico de Kurnick™ parg ARM y
ADN, v por azul olcidn a pH 2.5,

Paro evaluor el grado de contominocién por ribonucleaso
gue pueda tener lo hialuronidasa testicular, un lote de secciones
tratados previomente por hioluronidose y un lote contral, fueron
coloreadas por el verde de metilo-pironing Y.

Se estudid mediante el microscopio dptico, el sistema nervio-
g0 central en sus dreas onatdmicas basicas.

RESULTADOS

Azul alcién a pH 2.5,

Con esta coloracion una gron moyorio de neuronos maostrg-
ron citoplasma de color azul cielo (Fig, 1). Los neurcnos pirami.
dales grandes v algunas células de Purkinje se tifieron més inten.
samente que el resto de los neuronos. A mayor auments, se
observé gue el material olcianofilica se dispenia come una masa
homeogénea difusa o en grumos, que ccupaba todo el citoplasma;
en algunas neuronas este maoterial era adn visible en sus prolon-
gaciones. Generalmente el ndcles mostréd poca o ninguna reac-
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cibn pesitiva, Como el Kernechtrot fue usada como coloronte nu-
tlear, los nicleos oparecieron celestes claros o de color rosado. Los
neuronos estrellodas y fusiformes de lo corteza cerebrol mostro-
ron en su citoplasma una alcianofilio moderada, los nicleos cla-
ros o ligeramente rosados y los nucléolos tefidos de un rosade
mbs intenso. Algunos neuronas piramidales, estrellodos o de Pur.
kinje, situodos inmedigtomente odyocentes o los neuronas fran-
camente alcionofilicas, presentaron wn citoplosmo con diferentes
toros de celor purpura clare, producto de la mezcla del color ozul
cielo del azul alcién con el rosado o rojo del Kernechtrot (Fig. Zi,
mientrds que ofras neuronas se colorearon totalmente de rosado
o rojo por hober perdido completamente su afinidad por el azul
alcién. La presencia de estas neuronas negativas fue confirmada
en todos Jos sacciones estudiadas, tanto en los cerebros fijodos
por inmersién como en los fijodos por perfusién. Se observs tam-
bién que el ndmero de neuronas negativas variaba considerable-
mente de una regién a ofra y de una seccién a ofra. Por lo con-
siguiente, no se obtuva un paotrén coracteristica en la cantidad y
la distribucién de estas neuronas negotivas,

Azul alcian o pH 1.0.

Las secciores sometidos a este coloracién mastrarcn, en el
citoplasma de los neuronas, un moterial de color czul cielo clo-
re, de intensidad menor a lo observada en los neuronas coloreadas
con azul alcian a pH 2.5 [Fig. 3). En olgunas células nerviosas
la colorocién del citoplasma varié desde un celeste clare o va-
rios tonos tenues de purpure. El nicleo y les nucléolos se tifie-
ron de rosodo clare. Se obzervd ndem&s, Que E| numera de neu-
ronas ozul aleidn negatives habia cumentada considerablemen-
te, particularmente en la corteza cerebral, hipocampo y cerebelo.
Otros neurcnos distribuidas en el mesencéfale, metencéfolo vy
bulbe, mostraron el citoplasma con poto o ninguna reaccion;
sin embargo, se les observéd wno fina banda alcianefilico dis-
puesta en la regién periférica del citoplosma, inmediatamente
odyacente a la membrona celular.

Efects del cloruro de magnesio sobre la alcianofilia
del citoplasma neuronal.

Al colorear las secciones con una solucidn de ozul alcidn a
pH 5.8, sin la adicidn de clorure de magnesio, se observd cierta



irregularidad en lo afinidod tintorial; algunos secciones fueron
totalmente azules, mientras gque otras mostraban una tincidn en
manchas, Al agregar ChMg o la solucién colorante hasta obte-
ner una concentracién Q.1M, lo tincién se limitd o los células del
tejido rerviose, Loz neuronas mestraren un citnplusmu azul inten-
so [Fig. 4]. Algunos de ellas, especialmente las piramidales, mos-
trobon odemas estructuras fibrilares muy tedidos, v sus prolen.
gaciones eran claromente visuolizodos; el nicles era de color
azul muy clare o vicleto claro vy los nucléolos violeta, ligera-
mente ozulados. Algunos neuronos corticales mostraren citeplas-
ma y nucléolos celestes palidos vy nlcleo clare; mientros gue en
otras neurenos lo olconofilia era de menor intensidod, No se
observé en ninguna zona neuronas ozul alcian negotivas.

A lo concentracién 0.2M de clorure de magnesio, las neu-
ronas mostraron ung muy suave disminucidn de lo basofilia, Lo
mayoria de éstos presentobon el citoplasma azul cielo, el ndcleo
clore o ligeramente azulade y el nucléolo rosado (Fig. 5); mien-
tras que una minaria, hobiendo perdide completomente su ol-
cionofilio, aparecian con citeplosma rosode. Se observaron tom-
bien células gque mostraban tonos intermedios de celeste-rosode,
mas o menos clares. Sin embarge, lo gran mayoria de los neu-
ronos presentobo  coracteristicas  alcionefilicas. Coloreandae los
secciones en ung solueidn de ozul alcién que contiene 0.3 - 0.4M
de cloruro de magnesio, se observé unao reduccion moderada de
lo alcanofilia {Fig. &). las neurcnas mostraron en su citoplasma
un depésito no granular, gzul purplres o vicleta claro. Este de-
posito fue observade también en los prolongaciones de algunos
células., Los nocleos fueron rosade clore y los nucléoles rosade
infenso. El nimero de neuronos negativas aumentd considera-
blemente en lo corteza cerebral, hipocampo y cerebelo. Cuondo
las secciones fueron sumergidos en una solucién del colorante
gue contenia 0.5 - 0.6M de clorure de magnesio, la basofilia se
redujo drasticamente en todo el tejido nervioso; o excepcidn de
olgunas neuronas piramidoles del mesencéfale, metencéfala v
bulbe, las cuales mostraban un fine enille azul cielo muy claro
en la zoma adyacente o lo membrana celulor, mientras que el
resta del citoplasma y el nicles permanecion negotives, A la
concentracidn  0.7M - 0.BM, lo inferaccién azul aleidn-substrate
fue totalmente obelido, oporeciende todos los neuronos celoren-
das solamente por el Kernechtrot (Fig. 7).
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Efeclo de algunas enzimos sobre las carocteristicas tintorioles
del citoplasma neuronal.

La aplicacion de hialuronidasa testicular sobre el tejide por
4 horas, a 377, produjo en lo maoyeria de las neuronas, la casl
completa remocién de la basefilio debida al azul elcian a pH 2.5
ya pH 1.0 [Fig. B y 9); con excepcién de algunos neuronas pi-
romidales de los nicleos mesencefdlicos, protuberancio, nicleos
cerebelores y bulbo, gue mostroban wn suove pero definido ani-
lio azul en el érea periférica del citoplasma, dando la impre-
sibn de estor localizado inmediatomente por debaje de la mem-
brona celular o pertenecer a ella, Sin embargo, debide al bajo
poder de resolucion del microscopio de luz, esta dltima observa-
cién no pudo ser confirmadn. Es interesonte enfatizar que este
fina anillo ozul clare no desoparecié o pesar de incubar el tejido
en hialuronidasa testiculor hasta por 20 horas (Fig. 10). Las sec-
ciones digeridus previamente por la hialuronidaso y coloreadas
por ozul alcién en soluciones que contenion O.1M de clorure
de maognesio, mostraron una franca disminucién de o alciano-
filia presente en el citoplasma neurenal (Fig. 11); aungue, apa-
rentemente, lo bosofilia nuclear y nucleclar aumenté ligeramen-
te. En ningln caso se observé anulacién de la basofilia. Las
secciones previamente digeridas por hialurenidasa testicular y
coloreados con ozul alcian gue contenfa 0.2M de clorure de mag-
nesic mestraron wno mederada reduccidn de la olciancfilio cito-
plasmatica, exhibiendo las neuronas un material azul muy claro
IFig. 12). En lo concentracién 0.3M - 0.4M de clorure de maog-
nesio, los secciones tratadas por hicluronidasa mostraren una
casi total supresién de lo alciancfilio citoplosmética (Fig. 13);
con excepcién de algunos neuronas piramidoles del mesencé-
falo, metencéfalo y bulboe que exhibian fodavia un suave color
ozul en lo zono inmediotamente odyocente a la membrana ce-
lular. Este cromatismo fue cbservado aln en los secciones dige-
ridos y coloreadas por azul aleién en lo concentracién 0.5M - 0.6M
de la sal de maogresio.

El fratamiente con pepsina modificé muy débilmente las ca-
recteristicas tintoriales de las neurcnas, yo que en los secciones
previomente digeridas y coloreadas con azul alcidn o pH 2.5,
los neuronas alcionofilicos ne intensificaron su coler azul; per
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el controrio, algunas disminuyeron su intensidad, y las neuronas
negativas permaonecieron sin tefdirse (Fig. 14),

Las secciones, sometidas o ribonucleasa por 2 horas y colo-
rendas posteriormente con verde de metilo-pironing Y, no mos-
traren ningln componente coloreable por lo pironina Y, ni en el
citeplasma neurenal ni en los nucléolos (Fig. 15); o diferencia de
las secciones de control que mostrabon un material rojo piro-
ninofilice en el citoplasma ¥ en los nucléolos [Fig. 18). Al prae-
ticar lo coloracién de ozul olcian a pH 2.5 a las secciones dige-
riclas por ribonucleaso, se observé solamente una ligera dismi-
nucién de la alcianctilio citoplosmatica (Fig. 17), notdndese con
mayor intensidad en olgunas célulos piromidales, el anillo gzul
adyacente a lo membrana celular. De otra manera, en las seccio-
nes gque fueron incuboadas previomente por 4 haros en hialure-
nidosa testicular vy luege coloreados per verde de metilo-pire-
ninag Y, no se chservd cambic oprecioble en la intensided de lo
pironinofilio citoplasmdtica (Fig. 18], en contraposicién con los
resultados obtenidos en los secciones digeridas por hialureni-
dosg vy coloreados con ozul aldgn o pH 2.5, yo mencionodos
anteriormante, Sin embargo, después de 18 horos de digestion
con hialuronidasa testiculor el material pironing positive habia
desaparecide cosi completamente. La disminucién de la tincién
se observé también en los secciones de control, que habian per-
manecido igual tiempo en lo solucién amortiguadera sin enzima.

DISCUSION

Pora interpretar los resultados del presente trobaojo es nece-
sario conocer las propiedades quimicas del azul alcidén y su me-
canismo de tincién, El azul alcidn es un colorante hasico poli-
valente que fue utilizado por primera vez, en 1948, por Had-
dock'®, Gnica y exclusivamente como coloronte fextil, Dos afos
después, Steedman'’, lo introdujo en el compo histoquimice co-
ma colorante selective para mucings. Desde esa fecha se ha
suscitado uno gron controversia con respecto o lo selectividad y
al tipe de pelionién ol cual se une el colorante, Algunos auto-
res como Rizzol™, Zugibe® " y Guintarelli’, demostraron su in-
teroccion con los condroitinsulfatos, Sin embargo, ofros autores
como Spicer® y Mowry™, consideran gue el colorante es mas
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selective paro polioniones que contienen grupos carboxilo, que
para los que contienen sulfoto. Experimentolmente se ho demos-
trodo que este coloronte reccciono con ombos grupos corboxis
lados y sulfatados, ranto “in vitro” come en los secciones de
tejidoll, I 4,

Los estudios realizades por Scott y colaboradores, o partir
de 1964, sobre los propiedades quimicas e histegquimicas del
azu| aleign™ M "9 hgn permitide un mejor conccimiento de es-
te coloronte basico. De ocuerdo con tales autores, el ozul alcian
es lo forma soluble de una Halocianina de cobre, sustancia gui-
micamente inerfe y extremadamente insoluble que posee los pro-
piedades deseables de un pigmento. Cada anille de ftalecioning
tiene de dos o cuatro grupos isofiourcnium gue, no formando
parte del croméforo, sirven paro tronsportar el pigmento (el nod.
cleo de ftalocianino de cobre) ol sitio donde sea requeride (par
ejemplo, una fibra textil], cuando el colorante es preporodo en
solucion acvosa y o una concentracién suficiente. Estos grupos
solubilizantes, muy importantes en la reaccidn histoguimica, son
removidos por calor y alcali suove, guedando lo falocioning
depositado en la fibra, en forma finamente dispersa, extremada-
mente inscluble y dificilmente removible; de olll su aplicacién
en lo industria textil'™,
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ESTRUCTURA DEL AZUL ALCIAN

Los diferentes tipos de azul alcidn se caoracterizan per ser
los GOnicos colorantes que poseen hasto cuotro grupes cargados
positivamente por meléculas, los isotiouronium. Estos grupos son
boses mederadamente fuertes, con un pK en lo regitn de 9-10
y consfituyen sistemas resonantes del tipo omidinico, en el cual
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las cargas positivos son repartidos entre los nitrégencs y un
atome de carbone; comportdndose come andlogos positives de
los grupos carboxilodos gue son negativos.

1'~u-|2 L0
—s—ed —ed®
NHz 0

Este colorante, por sus corocteristicas ton  peculiores, es
atraide fuertemente per un campo electrostatico negativo, el cual
pusde ser generodo en los tejidos por polianiones, tales comeo
el acide hialurénica, la heparing, los condroitinsulfatos, el ADN
y las glicoproteinas écidas. En esta interaccién colorante-polio-
nion, la otroccidn culdmbica entre cargos ocpuestas, forma unie-
nes parecidas a los del tipo solino. Se cree gue esta formo de
unién es lo Onica y la més frecuente en lo mayoria de los reac-
ciones histoquimicas del azul alcian.

5i lo formocion del complejo colorante-polionion es influida
por fuerzos electrostaticos, el némero de cotiones del colorante
gue se unen ol polignién dependerd del pH de la solucién vy
del nimero de grupos onidnicos disociodos™ ¥ %' Por consiguien-
te, un tejido serd mas fuertemente coloreade cuondo el coloran-
te sed usodo a un pH en el cual los grupos anidnicos del sus-
trato estén ionizados y libres para reoccionar. los compuestes
glucurdnicos carboxilodos, tipe dcidoe hialurdnico, tienen un pK
de aproximadamente 3.1 -3.3%, por lo cual son atroides inten-
samente por el ozul alcidn o pH 2.5. Cuando el colerante es di-
suelto en uno solucién de pH mas bajo, por ejemplo, pH 1.0,
los grupes anidnices del polianion corboxilade no estén comple-
tamente disociodos y por lo tanto no formordn complejos con el
colerante; mientras que si lo formaran los compuestes sulfata-
dos, que estarén o tal pH, casi totalmente disociados™ . Par
consiguiente, lo reaccidn positiva de un polianidn, cuando se
coloren con ozul olcddn a pH 1 o 2, es debido practicomente o
los grupas sulfofo®,

En nuestros experimentos, lo tincion de ozul olcian o pH 2.5
mostra uno notable reoccion positiva en el citoplasmo de la ma-
yorio de los neuronas, La tincidn o pH 1.0 mostrd adn positivi-
dad franca, pers de menor intensidad, en el citoplasma de un
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ndmere mener de neuronas. El hecho de que lu infersidud de la
basofilio citoplasmdtica y el nimero de neuronas aleianofilicas
disminuyeran pero no desoparecieran al bajar el pH de la solu-
cién de ozul alcidn, es indicotive de que al menos dos tipes de
glucosaminoglucanes écides eston presentes en los neuronas: un
tipo carboxilade, gresente en lo mayoria de ellos gungue ne en

todas, y ofro tipe sulfatodo, observade en un menar ndmero
de neuronas.

Profundizande aln més en el mecanismo de tincién del ozul
alcian, se ho demsstrado gue la combinacién elecirostatica for-
mada enfre el polianién y los cationes orgdnicos del colorante se
hace reversible en presencio de electrdlitos inorgdnicos, de acuer-
do al siguiente pa‘rént':

P+ + zR+T &= PR+ 4+ zM+
P*= es un polimere P con z cargos negativas.
M es un catién inorganice, por ef. Na™, K+, Cat+, Mgt +,
R+ es un catién precipitante, por ej. azul alcian.

Aplicnndo lo ley de cccion de masas:

[P—=2R+] [M+]z
= I

[Pi—zM+]  [R¥]z

K es la constarte de equilibrio,
[M+] es la conceniracidn de M,
[R+] es lo concentrocién de R+,

[Pe—zR ]

es lo relocion enfre el producte coloreado inseluble
[Pz +)
y el reactive incolere seluble fermado por el pelimero y &l co-
tion inorganico presente en lo selucién; o esta relacidn la llama-
remes D o grodo ce tincién, la regccién envuelve un intercambio
ionico, y en lo ausencio de otros foctores no electrostéticos, el
valor de la constante de equilibrio K es determinade por o ofi-
nidad de M+ y RT por los grupoes ionizados del polionién. Si
se hacen M* y R~ constantes y se permite variar solamente la
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naturaleza de los grupoes ionizados de P*—, coda sitio dnidnico
tendréy un volor de K. Llos grupos onidnicos comunmente presen-
tes en los tejidos de mamiferas son —COQ, —08Dy y —PO=.
Teniendo concentraciones conocidos de M+ y BT, por ej., de Mg™ T
y de ozul alcidn, lo constante de equilibrio voriard con cada po-
lionidn. 5i en una grafica, el grodo de tincidn (D] es trazads en
confra de lo relacién [R¥]/[M+], o varies valores de z, se con.
sigue que cuande z es mayor de 5, hay una ruptura brusca de lo
eurve, La posicién de la ruptura de la curvo sobre el eje [R*]/[M*]
#s determinado por el valor de K. 5i o [R*] le domos un valor
constante, ¥ puede ser expresodo en férminos de [M1)]. Come la
ruptura es bien definida cuonde z &5 un nimero grande, en
una concentracién critico, K serd expresodo como “concentracion
electrolitico eritice (CEC)". Codo tipo de sitio anidnico, teniendo
un valor de K, también tiene oscciada una CEC, En estos conside-
rociones se fundomento el meconismo de reoccion de la coloro-
cidn diferencial de Scott y Dorling™, lo cuol, bosdndose en que
se requiere diferente concentrocién de electrélitos [Cl.Mg) pora
solubilizar selectivamente el complejo pelionidn-azul alcian, per-
mite uno identificacién adecuada de los diferentes glucosamine-
glucones écides en los tejidos, toles como el dcido hiolurénico, los
condroitinsulfatos, lo heparing, el keratansulfate, el dermaténsul-
fate, el heparansulfoto y ofros,

Para gue K puedao ser expresodo en términos de concentro-
cién de M*, la concentracién de R |del colorante) debe ser cans-
tante en el proceso de coloracion y de un experimento o otro. De
olli gue en la técnica de Scott y Dorling, lo concentracion de ozul
olcién, en fodos los vasos de colorocion es constonte. Los valores
de K, interprefados como CEC, medida en molaridades de cloruro
de magnesio, varia de acuerdo al siguiente patrén: los pelinnienes
gue contienen —COQC" tienen los mas bajos volores de CEC; los
gue contienen — OS50, tienen los més altos volores; aguelles que
contienen ambes grupes tienen valores intermedios; v los polifos-
fatos tienen valores de CEC ligeromente mayeres que los policarbo-
xilades,

En la técnica de Scoft y Dorling®, lo tincién de los polimeros
que contienen grupos carboxilodos se suprime completomente cuan-
do los secciones de tejido son coloreadaos en una solucién de azul
alcién que contiene D.2M de clorurs de maognesio. Lo reoccibn de-
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bida a condroitinsulfates es abelida, cuande las selucienes del
colorante contienen 0.7M-0.8M de Cl:Mg.’; mientras que la reac-
cién debido a heporina lo es en concentraciones mayores, de 1.0-
1.2M. En nuestras experimentos, utilizames dicha técnica con el fin
de identificar lo naturaleza de los dos tipos de glucosaminogluca-
nes que hobiomos visuolizodo en el citoplosmao de las célulos ner.
viasos con ezul alcian o pH 2.5 y 1.0. Lo tincién practicada en con-
cenfraciones crecientes de clorura de mognesio desde 0.TM hasta
l.dM, mostro lo supresidn de la basefilia citoplasmética en casi
todas las neuronos en la concentracién de 0.5.0.6M; con total ex-
tincian de lo fincién o 0.7-0.8M.

Estudiondo estos resultados observames, que la CEC requerida
para suprimir la tincidn en cosi todas los neuronas fue mayor que
lo exigida para un compuesto policarboxilade o polifosfatade, pe-
ra menar gque lo necesitode para un condreitinsulfate totalmante
sulfatado, Quintarelli y Dellovo®™ reportaren hallazgos similares en
cortilago hialine humano. Segin estos autores, el hecha de gue lo
tincién de un condroitinsultate, quimicamente demostrade en el
area pericondrial, se suprimiers usando 0.5-0.6M de cloruro de
magnesio en la solucién del colorante, indica que el polimera aci-
do tiene una bojo densidad de cargos o un baojo peso melecular;
ya que en los modelos experimentales, usando condraitinsulfatos,
la CEC para lo Inversién de la tincién ocurre o 0.7-0.8M™,

los resultados obtenidos por nosoiros en la tincion de azul
alcian o diferentes concentraciones de electrélites, y les obtenidos
con azul alcidn o pH 1.0, nos permiten establecer que uno de los
pelimeros acidos presentes en el citoplasma neuronal tiene carac-
teristicas similares o los condroitinsulfatos y posee un bajo peso
molecular o un grode bajo de sulfatacién. Esto dlfima considera-
cién estd de acuerde con los hallazgos de Thorp y Dorfman®, guie-
nes demostraron en tejide corfilaginoso que, o pesor de que el con-
draitinsulfate intracelular es quimicomente idéntico al extracelular,
el primere no estd completomente sulfatado.

La digestian con hialuronidaso nos permitié hacer diferencias,
a nivel del citoplasma neurcnal, entre los compuestos carboxilados
y sulfatados previamente mencionades. Los Onicos glucosamineglu-
canos acidos gue pueden ser removidos en las secciones de tejidos
tratadas con hialuronidasa testicular, son aquellos que contienen
el residue endo-B-N-acetil-D-glucosaminico®, tales coma el dacido
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hialurénico, el condroitin-4-sulfato lo A) y el condroitin-&-sulfato
{o C).

Cuando nuestras secciones fueren incubadas previamente en
hioluronidasa testicular, ebservamas una ligera disminucidn de lo
bosofilia citeplasmatica en las neuronas coloreadas por azul alcién
Bn concentraciones 0.1M y 0.2M de clorure de mognesio; mientras
que se observd supresién completa de la alciancfilia en la maye-
ria de los celulas nervicsas cuando fueron coloreadas per azul al-
cian o pH 2.5, Estas observaciones nos demuestran que el polia-
nién carbexilado presente en el citeplosmo de uno gran mayerio
de neuronas es faciimente digeride por lo higluranidasa testicular,
correspondiends al dcido hiolurdnico, Nuestros hollozgos confirman
los previomente reportados por Young v Abood™ quienes, aplican-
do lo tincion del hierro celoidal, demostraren dcide hialurénico en
el citoplasma de las neurenas del SNC de vorios especies de ma-
miferos.

La desaparicién de la sleianofilio citoplasmética de las neu-
ronas, en aquellas seeciones previamente digeridas par hialuroni-
daso testicular y coloreadas por azul alcian a pH 1.0 v en solucio-
nes que contenian 0.3M-0.4M de Ci:Mg, nos comprueba gue el ma-
terial con caracteristicas de condroitinsulfato presente en las neuro-
nas, corresponde al cendroitin-4-sulfato o al condreitin-&-sulfate, o
o ambos, y que éstos poseen un bajo grado de sulfatacian.

Lo persistencia de un material resistente o la hialuronidasa
testicular, coloreable por el azul alcian a pH 1.0, pH 2.5 y hasta
en lo concentracién 0.5M-0.6M de cloruro de magnesio, dispues-
to como uno fino bondo en lo zono adyacente o la membrano
celular de algunos neuronas piramidales, nos permite sospechor
la existencia en tales células, de otre glucosaminoglucans écido;
el cunl proboblemente corresponda a dermotansulfate, Sin em-
bargo, se requiere un estudio histoquimico més amplic para rea-
lizar la identificacion exocts de este compuesto,

En conclusién, los resultodes obtenides en este estudio nos
muesiran que el dcide hialurénico, el condroitin-4-sulfato y/o el
condroitin-6-sulfate, estan presentes en el citoplasma de las neu-
renas y gque otro compuesto sulfotodo, probablemente dermatan-
sulfato, se lecalizo en lg vecindod de la membrang celular de un
nimero menor de neurenas piramidales.
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Nuestros hallozgos son tatalmente correlacionobles con los pre-
viomente reportados por Green y Robinson'* y Robinson y Green'
guienes, mediante técnicas de fraccionamients y outorradiografia,
aislaron dos sulformucopolisacérides en la sustoncia gris del cere-
bro; y con los de Bronte’, Meyer y col.™, Clausen y Rosenkast’,
Szobo y Roboz-Einstein®, Clousen y Honsen® y Singh y Bachha-
wat & guienes por andlisis quimico disloron del SNC de mami-
feros varios fracciones de glucesaminoglucanes acidos; entre otras,
dcido hialurénico, dermatansulfate, condroitin-4-sulfato y condroi-
tin-besulfate.

Ha side estoblecido desde hace mas de uno década, que en
los tejides onimales, los polisocaridos generalmente estan asocia-
dos con protefnas'® V. ¥5 Cyando se colorea con azul alcian o
pH 2.5, puede ocurrir un enmascaramiente de lo alciancfilia por
las proteinas asociodas ol polisacéride écide™ %, El blegueo de
la basofilio puede ser tan intenso que produzea resultados negati-
vos a pesar de que el tejido contenga suficiente material basofilico;
como ha sido demostrado claramente en cartilogo por Szirmai® y
por Scoft y colaboradores®. Este tipo de blogueo pedria ser aboli-
do en parte por méfodos gue reducen o remueven la carga positiva
del polimero catiénico |proteing) asociado con el polisacaride, ©
bien por remocién del polimero cotiénico en si. Los métodos utili-
zados paro reducir las corgas positivas de las proteinas, come
son la deaminacién con acido nitrese o lo formacién de base Schiff
entre los grupos amino y les aldehidos, generalmente producen un
oumento de lo basofilia gue no es constonte ni concluyente. No se
conoce ninguna reaccién quimica que elimine todos los tipos de
grupos catibnicos que se encuentren en un tejide y por lo tonte,
estas reacciones no pueden ser decisivos poro gnulor el blogueo
de lo basofilia, Se pensé entonces en lo remocién de los proteinos,
por digestién proteclitica’, como medio de anular tal blogquee.

En nuestros experimentos, la  tincién del ozul alcian o pH
2.5 mostré un grupo de neuronas, dispuestas al azar en todo el
tejide nerviose, gue no tomaban el colorante; y en consecuencia,
pensamos en interferencia por proteinas. Cuondo se hizo digestion
proteclitica con pepsing al tejido nervioso, no observomos modifi-
caciones favorobles en la olcianofilio de los células. Los célulos
azul alcién negatives persistieron en su condicién, lo cual nos hizo
pensar gue fales células ne tienen glucosaminoglucanes acidos.
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Sin embargeo, Scott v coloboradores, en un trobaje muy reciente,
afirman que el tratamiento proteslitico puede alterar la estructuro
del tejido y el material basofilico puede ser disuelto y perdido en
el liquido de digestién, por lo que este método no podria ser con-
cluyente para afirmar la ausencia de polisacaridos acides en tales
célulos. Estos autores consideron, que si los interacciones electros-
taticas entre coloides positives y negatives pueden ser suprimidas
cuande se utilizan soluciones salinas, seria posible disociar el com-
plejo baséfile-proteing, utilizando seluciones solinas de uno con-
centracién tal que rompan la unidn bloqueadoro y permitan que
el baséfile ya liberade puedo captar el colorante bésico. El azul al-
tign en la tincién de Scott y Dorling, tifie el material basofilico en
concentrociones de sol mucho mayores gue las requeridas paro
disociar el complejo bosdfilo-proteina y por consiguiente, los re-
sultados obtenidos con esta técnico son concluyentes pora lo de-
mastracién de glucosaminoglucanos éacides. Nuestros resultados,
utilizande lg técnica de Scott y Derling, mostraron neuronos azul
alcién negotivas desde la concentracidn 0.2M de Cl.Mg, donde se
observaron en escasa contidad, aungue el ndmere de ellas fua au-
mentando a medida que se incrementaba la molaridod de la sal
de magnesio. Estos haollozgos nos permiten concluir gue no todas
las neurcnas contienen mucopelisacarides acidos. En este respecio,
nuestras conclusiones difieren de las de Young y Abood™, quienes
postularon la distribucién omnipresente de estos compuestos en el
sisteama nervioso central.

Teniendo presente gue el contenido de dcide ribonucleico del
citoplasmo neuronal es gronde, ¥ que este compuesto es basofilico,
quisimeos cerciorarnos de si el materiol alcionofilice, visualizado en
tales células cuanda san tefidas con ozul alcidn a pH 2.5, corres-
pondia integramente o los glucosaminoglucanes dcideos, al dcide
ribonucleico, © @ ambas. Con este propésite realizames los prus-
bas cruzados yo previamente descritas, utilizando hialuronidasa y
ribonucleasa. Los resultodos obtenideos son indicatives de gue el
material alcianofilico carresponde casi completomente o los muco-
polisacérides écides, yo que en los secciones digeridos previamen-
te por ribenuclessa, el meterial olciansfilico persistio adn cuondo
el componente pironino-positive demaostrative de ARN, yo habio
desaparecido. Por el contrario, en las secciones tratadas con hia-
lurenidasa, el material olcionofilico desaparecit; persistiendo adn
el material pironinofilice. Estas observaciones propiamente sugieren,
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gue o tincidn de azul alcidn o pH 2.5 es selectivo paro polisocari-
dos dridos y no muestra gron apetencio por el acido ribonucleice.
Esta consideracion coincide totolmente con la opinion de Mowry™
guien, an una revision sobre mucopolisocaridos acidos ofirma, que
a diferencia de todos los ofros colorantes basicos usados, &l ozul
altidn no muestra ofinidod por el écide ribonucleico, componente
tasi omnipresente en todas las células animales. Ademas, la ob-
servacion de que algunos neuronos, o pesar de tener ARMN en su
citoplasma no muestran alciancfilia, fovorece nuestro punto de
vista,

Se ha demostrado que la ribonucleoso contoming una gran
cantidod de hioluronidosas comerciales®. En nuestros experimentas,
el hecho de que el material pironinofilico no desopareciera des-
pués de un fratomiente por cuatre horos con hioluronidoso testicu-
lar, nos permite afirmar que la enzima utilizada pear nesatros muas-
tra poca o hinguna contaminacién con ribonuclessa. Despuas de un
large periodo de incubacidn se observé, gue tonte el material al-
cianofilico come el pironina-positive habion desaparecide; sin em-
bargo, este efecto también se chservd en las secciones de contral
que habion sido incubodas en la solucion amortiguadora sin enzi-
ma, Por consiguiente, creemos que la remocién de ARM en los sec-
ciones tratadas con hioluronidasa, no puede ser otribuida a la
accidn enzimdtica, pero si a los electrdlitos presentes en la solucién
tompén, Este Gltimo efecto ho side anteriormente demostrade por
Stowell y Zorzeli', quienes lo observaron oln en ogua destilodao
a 60°C.

Desde que Brante” en 1959, postuld el posible popel de los
mucopolisacaridos dcidos en el proceso de mielinizacién, varias in-
vestigodores® 73550 5 han tratade de profundizar sobre la fun-
cion de estos compuestos en &l SNC. Los investigociones de Guha,
Northover y Bachhawat'’, Young y Abood™, Bolosubramanion y
Bachhawat® y Singh y Bachhowat™ # han aportade evidencia de lo
impartoncia de estos compuestos en los procesos de mielinizocién
y de madurocidn del SNC. Green'®, an uno revisidn sobre aminas
biégenas, refiere que los polisacdrides écidos pueden combinarse
con ellas. Robinson y Green', en un estudic pesterior, repartaron
que por centrifugacién diferencial de homogeneizados de cerebros,
se obtuve condroitinsulfato en los frocciones sobrenodante ¥ micro-
somal, En esto oltimo froccién subcelular, Green y Furana'® han
oislade histamina,
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Otros investigodores'- ® % han relacionodo los glucosamine-
glucanos acidos con lo conduccién del impulse nervioso, actuando
como resinos de intercambio iénico entre No+ y K1, o por inter-
accién con boses cudterndrios de amonio, Este Gltimg heche ho
sido evidenciodo por Scott*™* desde 1955. Hosson'" ha demostrada,
interaccién entre los polisacarides écidos y las bases cuaternarias de
amaonio con occién curarizonte o despelarizante. Es presumible que,
siendo la acetilcoling una sal cuaternaria de omonio', los glucosa-
minogluconos acidos puedan combinarse con ella o funcionar come
uno de sus receptares. Adn en el cose de gue no constituyan recep-
tores en el sentido estricto de la palabra, ellos podrion competir con
el receptor™, o influir sobre lo accidén farmacelégica de una draga
y en lo duracion y extensién de lo accién de una aming bidgena'®,
El mucopolisacaride acide, combinandose con lo amina biégena y
liberandola lentamente, podria actuar como un reserveric para o
aming, ¥ al misme tiempo evitar su inactivacién por enzimos, Ade-
mas, se ho demostrado que cierta cantidad de polisacarides éci-
dos en un tejido, puede limitar la sensibilidad de éste a las ami-
nas; por competencia con el receptor formacolégice de la eming't,
Creemos necesario profundizar ain més, por estudios fisiolégicos,
biequimicos e histoquimicos, en el comprometiriento de los gluce-
saminoglucanes écides en la transmisién y conduccién del impulso
nervioso.

RESUMEM

Se estudion por procedimientos histequimicas, los glucosami-
noglucanos écidos citoplasméticos presentes en las neuronas del
SNC de rotones albinos suizos adultos, El SNC es fijado por inmer-
sion o por perfusién vascular con glutaraldehide al 19 en fosfato
de sodio 0.1M, pH 7.4 v ssmolaridad de 280 mlsm [litro, Se des.
hidrata en etanc! e incluye en parafing o Tissuemat,

En secciones de & a 8 micras se practicaron las coloraciones
del azul alcién a pH 2.5, a pH 1.0 y o pH 5.8, con adicién de con-
centraciones crecientes de cloruro de magnesio; ademés de la colo-
racién del verde de metilo-pironina Y, para la demostracién de éci-
dos nucleicos. Simultaneamente se sometieron secciones a digestién
enzimdtica con hialuronidasa testicular, ribonucleasa y pepsina. Lo
secuencia de estos reocciones permitieron localizar un material sen-



sible a la hialurenidasa testiculor y resistente a la ribonucleasa,
presente en el citoplosma de una gren mayoria de neuronas, y &
cual corresponde por sus corocteristicas tintorioles al acide hialu-
rérico, visible en la mayeria de las neuronas, y al condroitin-4 6
b-sulfato, o ambos, presentes en un menor numero de neurenas,
Se observd odemas, en un reducido ndmero de célulos piramida-
les, un material resistente a lo hioluronidoso testiculor, dispuesto
en forma de fina bondo en lo regién adyacente a la membrano
celular v que por sus caracteristicas fintoriales: parece corresponder
al dermaténsulfato. Se hace énfasis sobre el hecho de que los glu-
cosaominogluconos dcidos no estan presentes en fodas los células
nerviosos.

Sa hacen comentarios sobre las bases del mecanismo de tin-
cién del azul alcidn. Se discute el posible papel fisiolégico de los
compuestes demostrados, relociondndelos  especialmente con lo
mielogénesis v con lo conduccidn del impulsa nerviose,

SUMMARY

The cytoplasmic ocid glycosaminoglycans present in the neu-
rons of the CNS of adult swiss albing mice are studied by meons
of histachemical procedures. The CNS is fixed by immersion or by
vascular perfusion with 1% glutaraldehyde  solution in sedium
phosphate 0.1M, pH 7.4 and esmolarity as 380 mOsm [litre, de-
hydrated through graded ethanol and included in paraffin or tis-
suemaft.

In sactions of & to 8 micra, staining was corried out with al-
cian blue of pH 25, pH 1.0 and at pH 5.8 with the addition of
increasing concentrafions of magnesium chloride, os well os the
stuining of methyl green-pyrenin Y for the demenstration of nu-
cleic acids.

Simultoneously, sections were subjected to enzymatic diges-
tion with testicular hyaluronidase, ribonuclease and pepsin. The
sequence of these reactions permitted the localization of @ mate-
rial sensitive ta the testicular hyalurenidase cnd resistant fo the
ribonuclease, present in the cytoplasm of a great number of neu-
rans, and which corresponds becouse of its finctorial choracteris-
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tics to the hyoluronic ocid, visible in the majority of neurons: and
to the chondroitin -4 or 6- sulphate, or both, present in a mi-
nor number of neurons. Maoreover, o material resistant to the tes-
ticular hyaluronidase was observed in o reduced number of pyra-
midal cells, displayed in the ferm of a narrow band in the region
adjocent ta the cell membrane and because of its tinctorinl cho-
racteristics seems fo corraspond to the dermatansulphate, Emphasis
is placed on the fact that the acid glycosaminoglycans are net pre-
sent in all nerve cells,

Comments are made upon the baosis of the mechanism of
staining of the alcian blue, The possible physiclogic role of the
demonstrated compounds is discussed, especially in relation with
the mielogenesis and the conduction of the nervous impulse.
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Fig.5 Fig.6

Fig. 1. Coloraciin del szol alelin pH 25 - Hernechirol, Fotomierografia de uns  secelin
de o corfesn cerchral moestrando un gropo de peuronns con citoplasmon alcianofilles, ni-
cles clara ¥y nockéolos rosados, 403X,

Flg. 2. Aszul aleifin pll 25 - Kernechtrot, Seecidn de In cortezn cercbelosa donde se dis-
tingnen dos célulos de Purkinje alclanofilicas, veeinas o otras dos goe mmestran mny poen
afinidad por el azal aleidn. 54X, Ampliscion fotogrifica 23X,

Fig, 8 Asul alelin pH 10 - Kemmechirot, Neorona pirnmidal del mesencéfalo, mostrando
en ol citoplosms material alelnnofilice, visible pin en ses prolongaciones, 408X, Amplin-
clén fotogrifics 15X,

Flg. 4. Azul aleian pH 58, O Mg 0.IM - Kernechirot, Neurona de un ndieleo profunde del
cerebelo, mustrondo inten=a basofilia e so citoplasmn ¥ en el molerinl  cromatinien,
TETX,

Flg. 5. Azul aleidin pH 5.8, O,Mg 0.2M - Kernechivot, Nearona del Nicleo Rojo qoe mines-
ira In afinidad del ooterisl citoplasndtioo por el azal aleidn, Ohsérvese gue @ nueléalo
ha perdido tal afinidad. 008X, Ampliactén fotogeiflea 125

Fig. 6. Azul aleign pH 5.4, CIMg 04M - Kernechirot, Notese ain la presencia del material
nlcinnefilics en ¢ cltoplasma de dos nearoans mesencefilicas. 1008X.




Fig. Il Fig.12
Fig. 7. Azul aleiin pll 5.8, CLMg 0.3M - Kernechtrot. Newronns de los nieleos profundos
del cerebelo mostrande o supresidn eompleta de la interaceldn colorante-substrate. 314X,
Auwmpenlo  fotogrifice 2X.
Flg. & Hialuronidase-Azul aleidin pH 2.5 - Hernechirot. Dos cflulas de Purkinje mosiran-
do eliminacin completa del materinl alcianofilico despuis de 4 horas de digestion enzi-
nuitiea. Vecinn s éstas se observa une tplea cflula de Purkinge, awal sleidn negativa,
SHX. Ampliaclén fotografica 15X,
Fiz, % Hinluronidasu-Azul aleidn pH 1.0 - Kernechtrot, Neurona piramidal del bulbe ra-
iuides mostrando la desapariclén del materinl aleinnoefilico después de ser tratada por
4 horas en hialoronddasa testicular, 1260%,
Fig. 10. fMinluronidasa-Azul aleiin pH 2.5 - Kernechtrot, Neuronas de la substaneis retien-
lnr exhibiendo un wateris] alelanofilico remaiento, adyacente a la membrana celular,
después de 2 horas de digestion ensintica, 314X, Amphacion fotogrifica 2X,
Fig. 11. Hialurenidasa-Azol aleiin pH 5.8, ClMg 0.IM - Kernechtrot, Notese unn lige-
ra disminueion de la aleianofilin citoplusmdtics en dos neoronas del mesencéfalo, Conpii-
rese con In alelanofilia observada en In figurs 4, 408X, Amplincién fotogrifics 2X,
Fig. 12 Hinluronidasa-Azul alelin pH 5.8, ClMg 0.2M - Kernechirot. Neorons del Ni-
clea Rojo wostrando una franca disminucién de ln alelansfilia citoplasmdbtica, Conipdirese
con fa figura 5. 1260%.




Fig.17 Fig. I8

Fig. 15 Hlainronldasa-Azol alelin pH 5.8, Cl.Mg 0408 - Rernechtrot, Neuronns mesen-
cefilicns mostrands completas  remockin del material aleianefilies. Comparese con In figu-
ra 6. 1260X.

Fig. 14, Pepsina-Azul alcidn pH 2.5 - Kernechtrol, Seecidn de la cortesn  cerebelosa nios-
trandn dos cdlulas de Porkinge, er a8 enales no se observd increnwnto en la afinidad por
el Aral aleldn deapndis de In digeatidn  proteclitien. S04%.

Fig. 15 Ribooucleasa-verde de metilo-plroning ¥, Nearonn mesencefdlicn mostromio re-
mncidn completa del material pireninefilico. Comparese con su eontrol (Flg. 18). 260X,
Fig. 16. Yerde de metilo-pironing Y. Material pirominofitleo.  correspondiente ol ARKN, e
}'rﬂ-nn;v&l};%l.:tu visoaligade en el chiopinsma ¥ en el pucléolo de unn nearena del mesencéfn-
LM

Fig. 17. Ribonueleasa-Aznl aleliin pH 25, - Hernechirot, Nolese In persistencin del ma-
terinl alefanafilico, resisiente a4 la ribonucleasa, en el clioplasma de una neuronn mMesen-
eofilicn. 1260X. Ampliacitn fotogridien 1.5X.

Flg. 18 Hialuronkdasa-verde de wetilo-pironing Y. Newrons de un nieles  profunda del
corchelo, en la cual o digestion engimdticn, por 4 horas, ne modificd Ins caracteristicas
tintoriakls del msterial plmnlnnll'l.‘mn. 1HRY .
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