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Resumen

Estas técnicas que estan encuadradas dentro del ciclo formativo de grado superior: Anatomia
Patologica y Citologia, se hacen necesarias para que el alumno alcance las capacidades terminales de
dicho ciclo y en definitiva obtenga el titulo. Antes de entrar en la determinacion propiamente dicha,
veremos algunos conceptos para que el alumno se familiarice con ellos.

Palabras clave

Técnicas de bloqueo, fijacion, saponificacion, acetilacion.

1.HISTOQUIMICA DE LOS HIDRATOS DE CARBONO

INTRODUCCION:
La histoquimica es la aplicacion de reacciones quimicas y bioquimicas en la técnica histoldgica, con el
fin de localizar y determinar de manera cientifica ciertas sustancias o su actividad.
En todas estas reacciones o bien se tifie la sustancia que buscamos o los colorantes reaccionan
guimicamente con ella, como es el caso del PAS.
Los hidratos de carbono o glucidos son polialcoholes oxidados (polihidroxicetonas o polialdehidos). Los
polisacéaridos son glucidos formados por la unién de muchas moléculas de monosacaridos (mas de 10).
Entre los polisacaridos ademas de los polisacaridos simples como el glucégeno destacan los
polisacéridos complejos.
Los polisacaridos complejos se dividen en 3 grandes grupos:
¢ Mucopolisacaridos que pueden dividirse en :

e Mucopolisacaridos neutros

e Mucopolisacaridos acidos
%+ Mucoproteinas
% Mucolipidos.

REACCIONES HISTOQUIMICAS BASADAS EN LA DEMOSTRACION DE GRUPOS CARBONILO
FORMADOS SOBRE LOS HIDRATOS DE CARBONO POR OXIDACION PREVIA.
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TECNICA DEL PAS (Acido Periodico Schiff)

Consiste en oxidar los tejidos mediante el acido periodico (HIO,4) para incrementar el nimero de grupos
carbonilo (aldehido o cetona) presentes en ellos, de forma que puedan ser demostrados posteriormente
mediante reactivo de Schiff.

Los hidratos de carbono contienen grupos carbonilos relativamente aislados, en una proporcion
aproximada de uno por molécula de monosacarido. Precisamente por ello es necesario oxidarlos con el
fin de incrementar dichos grupos, que solo pueden ser detectados por el reactivo de Schiff si se
encuentran situados en carbonos contiguos y delimitados por grupos alcohdlicos o amino.

Para los grupos aldehidos que aparecen en posicion 1,2 glicol estas condiciones se cumplen
exclusivamente tras la oxidacion de los correspondientes radicales hidroxilo.

A. Procedimiento Técnico:

Fijacién:

Formol al 4 % o Liquido de Carnoy o Bouin.

Acido Periodico............... 0.5 % plv.

Reactivo de Schiff:

Fucsina basica (Cl: 42510)............ 1g.

Agua destilada........................... 200 ml.

Disolver la fucsina en 200 ml de agua (d) hirviendo.

Dejar enfriar hasta aproximadamente 50° C. y filtrar

Posteriormente agregar 20 ml de HCI 1N. Después enfriar hasta 25° C y afiadir 1g de Bisulfito sédico o
Metabisulfito potasico (sédico).

Mantener en la oscuridad. El liquido tarda unos 2 dias o a veces 24h en tornarse de color amarillo que
indica que esta listo para su uso.

Afadir 2g de carbon activado, mezclar y filtrar hasta que desaparezca el color.

La solucién debe conservarse en el refrigerado protegido de la luz.

Bafio de Acido Sulfuroso o Agua sulfurosa:

Acido Clorhidrico (HCI) IN............... 5ml.
Metabisulfito sédico 10 %.................. 6 ml.
Agua (d)... . 100 ml.

Colorante de contraste Hematoxmna Orange G o Van Gieson.
Técnica de Tincidn:
Desparafinar e hidratar (xilol y decrecientes alcoholes)

Acido periodico 0.5 %.........ceveviviiiiieiieieeeeeeeee ... B N

Lavar en agua (d).

Reactivo de Schiff.........coooi i 15- 30 min.

Aclarar en 3 bafios de agua sulfurosa........................ 2 min. Cada uno.

Lavar en agua corriente

Colorante de contraste

Lavar con agua corriente.

Deshidratar, aclarar y montar.
Resultados:

Material PAS +: rojo oscuro a magenta.
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B. Compuestos PAS +
polisacéaridos simples: como el glucégeno y la celulosa.
Mucopolisacaridos neutros: se encuentran en el epitelio gastrico, en glandulas del duodeno y en
capsulas bacterianas, también en intestino y estdmago.
mucoproteinas como son algunas mucinas del tubo digestivo y del arbol respiratorio o bronquial,
también la tiroglobulina que esta en el tiroides y la hormona estimulante.
Glucoproteinas del suero
Glucolipidos: como los gangliosidos y cerebros idos.
C. Compuestos PAS -
Los mucopolisacaridos acidos no pueden ser oxidados por el acido periodico y por eso son PAS - (ya
gue no aparecen los grupos carbonilos)
D. Controles de la técnica del PAS.
Es imprescindible realizar preparaciones testigo o de control que confirmen los resultados obtenidos,
para ello suelen ser muy utiles las técnicas de bloqueo tales como las de bloqueo de grupos aldehidos
en general y las de acetilacién de grupos aldehidos situados en posicién 1,2 glicol.
Técnica de blogueo para aldehidos en general
Se realiza tratando los grupos aldehido presentes en el tejido, tras la oxidacién con acido periédico con
una solucion de acido acético saturado con Dimedona, entre 1-16 h. a 60 ° C.
Posteriormente se lava con agua destilada y se continia con PAS normal.
Unicamente se tefiira el material PAS + formado a expensas de grupos aldehidos situados en posicion
1,2 glicol (los que proceden de glacidos).
Técnica de bloqueo mediante acetilacion para grupos 1,2 glicol.
Se basa en la negatividad de la reaccion del PAS después de la acetilacion de los grupos 1,2 glicol
presentes en los hidratos de carbono.
Este proceso es total o parcialmente reversible por saponificacién posterior mediante tratamiento con
hidréxido potasico. Si no se ha realizado el bloqueo de los aldehidos preexistentes debe realizarse un
control sin oxidar el tejido; todo lo coloreado en esta preparacién no seran grupos 1,2 glicol oxidados,
sino grupos aldehidos que ya estaban presentes antes de la oxidacion.
Después se realiza el PAS oxidando y se compara los resultados de ambas preparaciones.
El 2° problema en la técnica del PAS se plantea cuando se trata de diferenciar si los grupos aldehidos
aparecidos tras la oxidaciéon lo han hecho sobre grupos alcohdlicos situados en posicién 1,2 glicol o si
los oxidados han sido grupos hidroxiaminos primarios o hidroxiaminos secundarios, compuestos no
presentes habitualmente en los hidratos de carbono que son PAS +.
Esta distincion pude realizarse mediante acetilacion reversible y saponificacion.
Acetilar consiste en introducir un grupo acetilo en un compuesto organico. El anhidrido acético es un
reactivo que tiene gran aplicacion para acetilar, de forma que con este reactivo se bloquean todos los
grupos alcohdlicos en general existentes en el tejido.
CH3-C-0O-C-CH3+ROHCH3-C-0-R
00O
Este tipo de unién se llama éster.
Saponificar es romper un enlace tipo ester de forma que en condiciones idoneas reaparece el grupo
guimico que existia antes de la acetilacion.
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La acetilacion es totalmente reversible tras saponificacion para los grupos alcohdlicos en posicion 1,2
glicol; totalmente irreversible para los grupos hidroxiaminos secundarios y moderadamente reversible
para los hidroxiamino primarios.

CH3-C-0-R +KOH ------------ CH3-COOK +R - OH
O

Procedimiento técnico de acetilacién - saponificacién
Soluciones:

Mezcla para la acetilacion:

Anhidrido acético.......... 13 ml.

Piridina anhidra............ 20 ml.

mezcla para la saponificacion

Hidréxido potasico 1N en solucidén acuosa o en alcohol 80° C.

Modo de operar:

Acetilacion:

Desparafinar e introducir los cortes en alcohol absoluto. Secarlos y pasarlos a la piridina.

Tratar con la mezcla de acetilacion de 37° - 58° C durante un tiempo que depende del material biologico
y suele estar de 30 min. a 24 h.

Pasamos los cortes a la piridina.

Alcohol absoluto.

Hidratar.

Acetilacion + saponificacion:

Se repite el proceso anterior.

Tratar con la disolucion de KOH durante 45 min.

Enjuagar con agua.

Lotes de preparaciones y resultados en los controles de la técnica del PAS.

Una preparacion a la que se le hace el PAS normal.

Otra preparacion del mismo corte. Se le hace un PAS sin oxidar para detectar grupos aldehidos ya
existentes o bien se hace un método de bloqueo especifico para dichos grupos.

Un lote de cortes que llevan acetilacion.

Un lote de cortes que llevan acetilacion + saponificacion.

Resultados:

Al acetilar desaparecen todos los grupos PAS+ menos los aldehidos ya existentes.

Al acetilar y saponificar los grupos alcoholicos en posicion 1,2 glicol quedan como estaban, recuperan la
PAS positividada.

Los hidroxiamino primarios reaparecen mucho mas débilmente y los secundarios permanecen
blogueados al ser la acetilacién irreversible.

TECNICAS PARA DETERMINAR MUCOPOLISACARIDOS ACIDOS.

Los mucopolisacaridos acidos son unos polisacaridos que no tienen grupos alcohdlicos en posicion 1,2
glicol sino grupos acidos carboxilos o sulfatados.

Las técnicas para determinar mucopolisacaridos acidos son principalmente:

a) Azul Alcian

b) Reaccidon Metacromética

Técnica del Azul Alcian: se ha comprobado que usando el azul alcian en condiciones de pH en torno a
2,4 -2,6 se colorean los mucopolisacéaridos acidos sulfatados y los carboxilicos.
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Si por el contrario se emplea a un pH muy bajo, en torno a 1, sélo se colorea los mucopolisacéaridos
sulfatados, los carboxilicos no se tifien.
Si se sigue disminuyendo el pH hasta 0,5 se incrementa la selectividad de la tincion y en este caso sélo
se tifien los mucopolisacaridos fuertemente sulfatados.
Procedimiento Técnico:
Fijacion: formol al 4%.

Soluciones:

Azul alcian a pH 2,5:

Azul alcian (C.l. 74240)............... 1 g.
Acido Acético 3%....................... 100 ml.
Azul alcian a pH 1:

Azul alcian............................... 1 @.

HCIO AN oo, 100 ml.
Azul alcian a pH 0,5 :

Azul alcian ................cceeee 1 0.
HCIOSN oo 100 ml.

Filtrar todas las soluciones antes de usar.

Las soluciones son estables durante 2 semanas aproximadamente, como colorante de contraste se
puede usar una solucién de Rojo nuclear al 1 %.

Modo de operar:

Desparafinar e hidratar.

Tratar con la solucion deseada de azul alcian durante 30 min.

Si se uso la solucion a pH 2,5, lavar con agua (d) ; si se uso cualquiera de los otros dos, secar so6lo con
papel de filtro.

Contrastar si se desea con rojo nuclear.

Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados:

Azul alcian a pH 2,5 los mucopolisacaridos acidos (carboxilos y sulfatos) se tifien de azul.

Azul alcian a pH 1 solo se tifien de azul los mucopolisacaridos acidos sulfatados.

Azul alcian a pH 0,5 sélo se tifien de azul los mucopolisacaridos acidos fuertemente sulfatados.
Reaccion Metacromatica:

La metacromasia indica un cambio de color cuando un colorante quimicamente puro tifie
selectivamente una estructura tisular de color “diferente”al de la solucién diluida de colorante; se dice
gue ha ocurrido una reaccion metacromaética.

La estructura responsable de este cambio se llama cromotropa.

Para distinguirla de las restantes que se tifien normalmente (ortocromaticas)

Sustancias cromotropas son los mucopolisacaridos acidos, acidos nucleicos, lipidos de caracter acido y
particulas de silice.

La reaccibn metacromatica presenta grandes variaciones ante las mas pequefias modificaciones del
medio donde reproduce, por lo tanto la reaccion metacromatica es de dificil interpretacion e incluso
puede proporcionar resultados contradictorios.

AZUL DE TOLUIDINA (técnica de metacromasia que mas se hace)

Fijacion:
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En el caso de los mucopolisacaridos acidos pueden emplearse tejidos fijados con alcohol, Bouin
alcohalico e incluso formol pero deben evitarse los fijados con agentes oxidantes.
Soluciones:
Solucién Tampoén de acido acético - acetato a pH 4,2:

Acetato sodico................ 2,7 g.
H20 (d).............cceven.... 100 ml.
Acido acético 0,5 M........... 1,1 ml
H20 (d).............cceven.... 100 ml.
Solucion A............. 30 ml.
Solucion B............. 90 ml.

Solucion a 0,2 % de azul de toluidina en la solucion tamponada anterior.
Solucion acuosa al 4 % de molibdato amoénico.

Procedimiento Técnico:

Desparafinar e hidratar.

Tefir con azul de Toluidina. ..o, 2 -5 min.
Lavar en la solucion tamponada.
Tratar los cortes en la solucién de molibdato........... 10 min.

Lavar con agua (d).

Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados:

Elementos de caracter metacromatico se van a ver de rojo a purpura y el resto se va a ver azul.

Los bafios en alcohol etilico inhiben la metacromasia por lo que deben realizarse preparaciones testigo.
Una 12 preparacién se observa tras su paso por el agua cética antes de fijar con molibdato. Esto tiene
por objeto evaluar el efecto metacromatico inmediato en fase inestable. A continuacion se sigue el
procesamiento normal.

Otra preparacion no se deshidrata y se monta en un medio acuoso para evitar el paso por alcohol
etilico.

La dltima preparacion se confecciona normalmente, es decir, deshidratando y montando por el método
habitual.

Comparando las 3 preparaciones se puede seguir la evolucion del efecto metacromatico y la influencia
del procesamiento histologico realizado sobre ellas.

También se deben realizar controles de especificidad en la reaccion_metacromatica. Se usan para
distinguir entre mucopolisacaridos acidos carboxilicos y sulfatados.

Son principalmente de 2 tipos:

Variacion de pH: consiste en realizar la tincién entorno a un pH de3, 5. en este caso la mayoria de los
mucopolisacaridos &cidos carboxilicos pierden su metacromasia mientras que los sulfatados la
conservan.

Haremos 2 lotes: el 1° se tifien a pH 4,5y el 2°a 3,5.

Los mucopolisacaridos &cidos que siguen siendo metacromaticos en el 2° lote corresponden a
mucopolisacaridos acidos sulfatados ya que los carboxilicos pierden su metacromasia.

Metilacién reversible: consiste en tratar un grupo de cortes con una mezcla de alcohol metilico y acido
clorhidrico, con lo que se bloquean por metilacion los grupos acidos de los mucopolisacaridos acidos.
Después se realiza mutilacién seguida de saponificacion, reapareciendo la metacromasia solamente en
los mucopolisacaridos acidos carboxilicos.
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TECNICA PARA  DIFERENCIAR  MUCOPOLISACARIDOS ACIDOS, NEUTROS Y
GLICOPROTEINAS. TECNICA DEL AZUL ALCIAN - PAS.

Procedimiento Técnico:
Fijacion: formol al 4 %.
Soluciones:

Solucién azul alcian a pH 2,5.
Solucién acido periddico el 0,5 %.
Reactivo de Schiff.

Solucidn de acido sulfuroso.
Colorante de contraste.

Técnica:

Desparafinar e hidratar.

Solucion azul alciAinapH 2,5.......ccccciiiiiinn.. 30 min.

Lavar con agua (d)

Acido periodiCo..........ccevveveieiiiieeiieiieee e enn. 10 min,

Lavar con agua (d).

Reactivo de Schiff ..o 15 - 30 min.

Aclarar con 3 bafios de agua sulfurosa................. 2 min. Cada uno.
Lavar con agua corriente . . .5 min.

Colorante de contraste (Hematoxmna Harrls normalmente)

Lavar, clorar y montar.

Resultados:

Mucopolisacaridos acidos: azul

Mucopolisacaridos neutros y glicoproteinas: rojo o rosa.

Resto: violeta (si se usa hematoxilina).

2. HISTOQUIMICA DE PROTEINAS Y ACIDOS NUCLEICOS.

METODOS HISTOQUIMICOS PARA LA COLORACION DE PROTEINAS.

Desde la introduccién de los métodos inmunohistoquimicos que permiten caracterizar antigénicamente
a la mayor parte de las proteinas, todos los métodos de coloracion puramente histoquimicas para
proteinas han perdido vigencia.

De forma genérica las técnicas histoquimicas para colorear proteinas pueden clasificarse en 3 grupos:
Reacciones generales: pretenden colorear globalmente a las proteinas presentes en un tejido.
Reacciones de grupo: pretenden caracterizar, no la molécula proteica globalmente sino un corto
numero de grupos reactivos especificos de dichas sustancias.

Reacciones especificas: para grupos quimicos particulares propios de de determinados aminoacidos,
como por ejemplo el grupo fenol.

Reacciones de grupo. Reaccion de Ninhidrina - Schiff.

Se trata de establecer la naturaleza proteica de una determinada sustancia a partir de la demostracion
en ellas de ciertos grupos quimicos que se encuentran de forma exclusiva en los polipéptidos.

La reaccion de la Ninhidrina - Schiff se basa en un proceso de desaminacién oxidativa de las cadenas
polipeptidicas, provocado por la ninhidrina por el cual los grupos amino son sustituidos por grupos
carbonilo.

Tras el proceso se realiza la determinacion de los carbonilos neoformados mediante reactivo de Schiff
(igual que la técnica del PAS).
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TECNICA DE LA NINHIDRINA - SCHIFE
Fijacion: alcohol o acetona. Formol tamponado y liquido de Zenker, también se puede utilizar pero en
estos casos el tiempo de incubacion con la ninhidrina debe ser superior a 20 horas. Se pueden utilizar
secciones en congelacion o en parafina.

Soluciones:

Solucién de ninhidrina:
Ninhidrina....................... 0.5¢g.
Etanol absoluto..................... 100 ml.

Solucion de reactivo de Schiff.

Procedimiento:

Desparafinar e hidratar.

Tratar los cortes con alcohol etilico al 70 %.

Incubar a 37 © C con la solucién de ninhidrina entre 6 - 24 horas, (habitualmente toda la noche).

Lavar bien las secciones en agua corriente.

Tefiir con reactivo de Schiff................. 30 - 45 min.

Contrastar con hematoxilina de Harris.

Posteriormente lavar con agua corriente............ 10 min.

Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados:

Grupos amino (NH2): rojo - rosa purpura.

Controles:

La ninhidrina solo oxida los grupos amino cuando estan proximos a un radical metilo o a un radical
acido.

Ademas es posible la aparicién de falsos positivos en casos de preexistencia de grupos aldehidos en el
tejido (R - C = O), por ello debe incluirse siempre un lote de preparaciones sin tratamiento con la
ninhidrina, es decir, que se traten sélo con el reactivo de Schiff.

METODOS HISTOQUIMICOS PARA LA DETERMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Los acidos nucleicos estan compuestos por largas cadenas de unidades llamadas nucledtidos,
enlazadas por uniones covalentes.

En general los nucledtidos estan formadas por:

Acido fosférico, implicado en el mecanismo fisico-quimico de coloracion por el cual se tifien
intensamente con colorante basicos como le hematoxilina.

Una pentosa (5 carbonos), que puede ser ribosa (ARN) o desoxiribosa (ADN).

Bases nitrogenadas ( ADN : A,C,T,G), (ARN: A,C,G,U)

En condiciones normales los acidos nucleicos se conjugan con proteinas béasicas para formar
nucleoproteinas, por ello la realizacién de una hidrélisis &cida permite separar el componente proteico y
asi poder demostrar la presencia de acidos nucleicos (los acidos nucleicos se enrollan sobre las
proteinas y la hidrolisis es para eliminar las proteinas).

Técnicas que permiten separar el ADN de otras estructuras. Reaccion de Feulgen.

Estas técnicas se utilizan para visualizar el ndcleo, el proceso de tincién se realiza en 2 fases:

12 Fase. Una hidrélisis acida del ADN: con esto se pretende mediante la actuacion del acido
clorhidrico romper la estructura del ADN por el lugar en que la pentosa se une a la base nitrogenada, de
forma que sobre cada molécula de azucar (pentosa) reaparece un grupo carbonilo. Estos grupos se
encuentran situados a una distancia entre 1 - 1.1 nm.
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22 Fase. Demostracion de los grupos carbonilos: mediante reactivo de Schiff (color rosa ADN sélo).
El ARN no puede ser detectado por el reactivo de Schiff tras la realizacion de la hidrélisis acida, puesto
gue la distancia entre grupos carbonilo es menor de 1 nm, y por tanto no se produce la reaccion con el
reactivo de Schiff.
Problemas generales de esta técnica:
Hidrdlisis excesiva: el acido clorhidrico es un acido fuerte, si se prolonga excesivamente el tiempo de
hidrdlisis se puede disgregar la molécula de ADN en su totalidad, impidiendo asi su posterior deteccién.
Por ello el aspecto mas importante de la técnica es el tiempo de hidrolisis, que varia mucho segun el
fijador utilizado.
Envejecimiento del reactivo de Schiff: en condiciones normales es incoloro, la aparicion de una
tonalidad rosada indica envejecimiento y por tanto debe desecharse, puesto que el envejecimiento lo
hace inservible para detectar los grupos carbonilos.
3.METODOS PARA LA IDENTIFICACION Y TINCION DE PIGMENTOS E IONES METALICOS.
METODOS PARA DETECTAR IONES TECNICOS. TECNICAS DEL AZUL DE PERLS.
En el interior de los tejidos el hierro se puede depositar de 2 formas:
En forma idnica, o formando sales ferrosas y ferricas, por lo general en forma de cloruros o hidroxidos.
Como hierro ligado a proteinas.
La técnica del azul de Perls es la de mayor importancia para detectar hierro, ya que el hierro ferrico es
el mas frecuente en los tejidos. El fundamento de esta técnica se basa en la propiedad que tiene el
ferrocianuro potasico, para transformarse en presencia de hierro férrico en ferrocianuro ferrico, o azul
de Prusia por accién del acido clorhidrico que actia como desencadenante de la reaccion.
CL3Fe
Ferrocianuro potasico + HCL Ferrocianuro férrico.
TECNICA.
Fijacidn: cualquier fijador es valido. Se pueden utilizar secciones en parafina o improntas.
Soluciones:
Ferrocianuro K al 10 % (conservar en nevera).
Acido clorhidrico :
- Acido clorhidrico concentrado................ 2 ml.
- Aguadestilada..........cc.ooiiii i, 98 ml.
Solucién de ferrocianuro K, acido clorhidrico: mezclando a partes iguales la solucién 1y 2. esto se debe
preparar inmediatamente antes de su uso.
Procedimiento Técnico:
Desparafinar e hidratar.

Tratar con la mezcla de ferrocianuro K, acido clorhidrico............ 10 min.
Lavar con agua destilada (el Fe se ve azul).

Se puede contrastar con una solucion rojo nuclear al 1 %........... 2 - 3 min.
Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados:

- Hierro férrico: azul.

- Ndcleos: rojo.

Observaciones:

El tiempo de tincion depende de la cantidad de hierro existente en los tejidos.
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Siempre deben utilizarse preparaciones positivas de control. Si al echar la disolucion 3 en la porta toma
color verde debemos desecharla, enjuagar y poner reactivo nuevo.

METODOS PARA LA DETERMINACION DE CALCIO. TECNICA DE VON KOSSA.

Las sales de calcio estan presentes normalmente en los huesos, dientes y sangre aunque en ocasiones
también aparecen areas de calcificacion en tejidos desprovistos de ellas.

En general las sales que con mayor frecuencia se depositan son carbonatos, oxalatos y fosfatos.
TECNICA

Fijacion: formol al 4 % preferiblemente y utilizar secciones en parafina.

Soluciones:

Solucién acuosa de nitrato de plata al 1 %.

Solucién de tiosulfato sodico al 2,5 %.

Rojo neutro al 1 %.

Procedimiento técnico:

Desparafinar e hidratar.

Tratar con la solucion de nitrato de plata a plena luz.............. 30 - 60 min.

Lavar con agua destilada.

Lavar en la solucion de tiosulfato................. 5 min.

Volvemos a lavar con agua destilada.

Contrastar con el rojo neutro...................... 2 - 3 min.

Deshidratar, aclarar y montar.

Resultados:

- lones calcio o calcificacion: negro.

- Ndcleos: rojo.

METODOS PARA LA DETERMINACION DE COBRE. TECNICA ACIDO RUBEANICO.

Este metal se encuentra presente de forma casi exclusiva en el higado y otros 6rganos de pacientes
con enfermedad de Wilson.

En ocasiones se encuentra presente en algunas cirrosis hepaticas aunque en muy pequefia proporcion.
TECNICA

Fijacidn: cualquier fijador es valido. Se deben utilizar secciones en parafina o en congelacion.
Soluciones:

Solucion madre de acido rubeanico al 0,1 %.

Solucién de acetato sédico al 10 %.

Solucién de trabajo:

- De la solucion 1: por cada 2.5 ml se echan de la solucion 2, 50 ml

Procedimiento Técnico:

Desparafinar e hidratar.

Tratar con solucion de trabajo a 37° durante toda la noche en un recipiente tapado herméticamente.

tratar los cortes con alcohol etilico al 70 %............... 15 min.
Alcohol etilico absoluto.................... 6 horas.

Aclarar con xileno y montar.

Resultados:

- Depoésitos de Cobre: con granulaciones de verde a negras
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