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CONTRIBUCION DE LA QUIMICA
ORGANICA AL DESARROLLO DE LA
CITOQUIMICA E HISTOQUIMICA

DR. Juan Paz CasTiLio B.

La aplicacion de la Quimica Organica a las Ciencias
Bioldgicas bha venido a trocar el caracter puramenie
descriptivo y observacional de la Histologia, sentando

las bases para su transformacion en una ciencia dinamica
y funcional, complemeniaria y paralela de la Fisiologia

y de la Bioquimica. A través de la Histoquimica se
beneficia asi la Histologia direciamente del extraordinario
desarrollo alcanzado por la Bioquimica, sin duda una de
las ciencias de mas rapido crecimienio en el siglo actual.
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E | estudio de la estructura celular y
de los tejidos, gracias a los adelantos
cientificos ha progresado en forma
superlativa.

Con la microscopia electronica se
ha llegado al dintel molecular. Las
reacciones quimicas que tienen lugar
en el ambito celular son susceptibles
de ser revelados por la Microquimica,
la Histoquimica y la Citoquimica.

Especialmente las dos Gltimas cien-
cias nombradas, hacen que la Fisiologia
y la Bioquimica entren en intima co-
nexion con las estructuras quimicas de
células y tejidos.

No se vaya a creer que todo se
reduce a la formulacién de ecuaciones
yalrevelado de mecanismos de accién.
Algo mis se logra con la marcacion de
sustancias metabolizadas porla célula.

La Citoquimica y la Histoquimica,
las dos nuevas ciencias Biologicas que
han destacado, tienen en la Quimica
Organica una de sus bases. De la sin-
tesis orginica obtienen las sustancias
orginicas mis complejas que requie-
ren como Substratos. Asi como tam-
bién la obtencién de productos qui-
micos en sus mis elevados indices de
pureza.

La Quimica Orginica resulta un
auxiliar indispensable en el trabajo
Histoquimico:

1.- Ofreciendo los métodos para la
sintesis de sustancias quimicas de
alta pureza que se exigen como
reactivos 0 como sustratos.

2.- Aplicando los principios que
norman las reacciones quimicas or-
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ganicas, las que tienen lugar en el
seno mismo de las células y tejidos.

3.- Explicando los mecanismos de ac-
cion y dindmica de las reacciones
histoquimicas.

4.- Tiende a la depuracion de las técni-
cas de fijacion de tejidos.

5.- Pretende llegar a la perfeccion de
los métodos de coloracion.

El Citoquimico y el Histoquimico
deben estar en condiciones de poder
aprovechar los mejores recursos de las
ciencias fisicas y quimicas. No se re-
quiere que sea un especialista de la
Histologia, Patologia, Biologia, Bioqui-
mica o la Quimica Orginica. Todas
estas ciencias se complementan ar-
moniosamente, el ideal esti en la co-
laboracién entre si, sea mediante el
trabajo en colaboracién entre dos o
mas investigadores.

Desde luego, hay que tener presente
que en la actualidad el trabajo histo-
quimico tiene notables variaciones, sus
ramas se van ampliando cada vez mis,
ylos horizontes se van extendiendo dia
a dia. Asi la Histoenzimologia se va
convirtiendo en un capitulo tan impor-
tante, que por si sola ya puede consi-
derarse como una de las ramas mis
valiosas de la Histoquimica.

De todoslos métodos Histoquimicos
sobresalenlos que se refieren a enzimas
Deshidrogenisicas que gracias al uso
de las sales de Tetrazolium han per-
mitido un profundo conocimiento de
las enzimas y la accién enzimitica de
este sistema. A tal punto, que se puede
asegurar que la reaccién con las sales
Tetrazolium y sus derivados nitrados
han hecho progresar la Citoquimica e



Histoquimica en grado que no se habia
logrado con otros reactivos.

Seligman y Rutemburg en 1971 y
mas tarde Pearson y Defenti en 1974
utilizan el INT: 3(p-iodo feniD-2-(p-
nitro fenil)-5- fenil tetrazolium y lo
recomiendan para secciones delgadas
de 5 a 10 micras en condiciones
aerobicas.

Psou y Col. en 1975, introdujeron el
uso del nuevo tetrazolium: 2,2 di(p-
nitro fenil)-5-5' difenil-3-3'..dimeto-
xi..4..4' difenilentetetrazolium, que re-
sulté hasta la fecha la sal de tetrazolium
ideal para los propbsitos histoquimicos
de investigacion de las enzimas
oxidativas que exigian un aceptor de
electrones mis sensible.

El nitro BT fue sintetizado por la
necesidad de obtener una ripida re-
duccién anaerdbica en secciones muy
delgadas de tejidos y que reuniera las
ventajas del BT y del INT.

Entre las ventajas de la sal sintetiza-
da por Psou mencionaremos las si-

guientes:

1.- Tamafo del producto final: forma-
z4n finalmente granulado, cristali-
zado, aunque con tendencia al cre-
cimiento.

2.- Solubilidad de lipidos: en menor
proporcién que las otras sales de
Tetrazolium.

3.- Sustantividad: tendencia para la
adherencia a proteinas.

4.- Estabilidad del producto final.

Haciendo una confrontacion de
métodos y técnicas histoquimicas se
llega a la conclusiéon que no todos
poseen en el mismo grado las condi-

ciones que se exigen a la reaccion
histoquimica:

1.- Que el método sea capaz de esta-
blecer identidad quimica definida.

2.- Especificidad.

3.- Sensibilidad de la reaccion.

4.- Poder de localizacion adecuada y
exenta de poder de difusion.

Es obvio que la identidad quimica
es indispensable en el método histo-
quimico. Sin ella carece de valor, pues

lo que se reputa a determinada sustan- -
cia, también corresponde a otras sus-

tancias diferentes.

No hay que olvidar que el método
Histoquimico tiende a revelar la ima-
gen quimica como preconiza Lison.

En cuanto a la especificidad y sen-
sibilidad deben ser excelentes lo que
depende de la calidad de las sustancias
orginicas empleadas como reactivos y
substratos.

El poder de localizacion permite la
investigacion de detalles morfoldgicos
anivel delos organelos Celulares como
mitocondrias, sistema de Golgi, y ain
masall3, sise dominanlos incovenientes
derivados de la difusion de colorante
generado en lipidos celulares.

Tratandose de las sales de tetra-
zolium estas condiciones se cumplen.
El mecanismo de accién se basa en la
capacidad de funcionar como aceptores
de hidrbgenos, mas propiamente, como
captores de electrones.

Esquematicamente representamos
el caso del acido Succinico:

=
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Este desarrollo de la Citoquimica y
de la Histoquimica no ha sido repenti-
no, sino por el contrario, ha tenido
lugar en etapas sucesivas.

En el caso de la investigacion de las
deshidrogenasas, en un inicio se reve-
laban por la reaccion de SEMENOFF,
que consistia en la reduccion del azul
de metileno y su conversion en leuco-
derivado.

Con las sales de tetrazolium que
propusieron Seligman y Rutenburg,
también la accién enzimatica provoca
un proceso de reduccion, pero con
diferentes resultados visibles. La
hidrogenacion en el azul de metileno
lleva a la génesis del leucoderivado
incoloro; en la sal de tetrazolium a
formazan coloreado.

Ademis, el electron que sera libera-
do por la acciébn enzimitica des-
hidrogenisica para llegar a ser captado
por la sal de tetrazolium debe ser trans-
portado por intermediarios: los Cito-
cromosb, ¢,alas flavinas, las diaforasas.

Esti demostrado por Nachlas,
Margulies y Seligman, por Faber y Col.,
que las sales de tetrazolium no captan
directamente el electrén liberado, sino
que mas bien se trata de una transfe-
rencia a través de pasos intermediarios,
uno de los cuales es a través de las dia-
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forasas existentes en los tejidos. En el
laboratorio uno de los pasos se reem-
plaza con el metasulfato de fenazina.

Con la aparicion del tetranitro-
tetrazolium TNBT, las ventajas logra-
das con el nitro BT han sido amplia-
mente superadas.

La localizacion intramitocondrial de
las deshidrogenasas consigue detalles
hasta de la integridad morfologica de la
mitocondria. Si la mitocondria esta
sana el granulado del formazin es fino
y perfectamente localizado; si la mito-
condria ha sufrido dafio, el contenido
enzimatico se escapa y difunde alre-
dedory la reaccidn se presenta difusa.

Una de las ventajas logradas con las
sales de nitrotetrazolium es la posibi-
lidad de revelar histoquimicamente
enzimas de dificil manejo, como las
diaforasasligadas a sistemas enzimaticos
tales como LDH, MDH, IDH, 3b-enzima,
y Otros.

En caso de la 3b-enzima, o sea, la 3
beta hidroxiesteroide deshidrogenasa,
1a accion enzimitica se revela en forma
magnifica con la sal tetra nitrotetra-
zolium,

Con el esquema de la pagina 71,
referidoa 3b-hidroxiesteroide deshidro-
genasa, veremos claramente la con-
duccién de la reaccion.

Otro caso en que la Quimica Orga-
nica es labase necesaria para investiga-
cion histoquimica se tiene en la enzima
b-glucuronidasa, que para ser identifi-
cada se aprovecha de la reaccién que
cataliza la enzima consiste en desdo-
blar el glucurénido de la b-hidroxi-
quinoleina en b-hidroxi quinoleina y
glacido.

Una reaccion posterior en que in-
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terviene el Fe +++ genera un quelato
de color azul muy visible histoqui-
micamente (Método de Friedenwald
y Becker-1948, modificado por
Fishman y Baker-1956).

Una modificacion de la técnica
anterior consiste en tratar la b-hidroxi-
quinoleina porun diazoderivado como
o-dianisidina o Diazo Bue, que genera
un colorante azoico de color azul.

Con la preparacién de nuevos
substratos para b-glucuronidasa la lo-
calizacion de la actividad enzimitica
va mejorando.

Ultimamente Hayashi, Nakajima y
Fishman, emplean como substrato
naftol-AS-BI-b-D-glucurénido cuya
sintesis han logrado con éxito.

La sal sédica del nuevo substrato
es soluble en solventes organicos.
Reacciona con el diazo reactivo
hexazonium para rosanilina y las lo-
calizaciones logradas se reputan como
preciosas y satisfactorias.

Un avance en la investigacion y
demostracidn histoquimica de b-glico-
sidasas en tejidos de mamiferos ha
constituido el empleo de los cromoé-
genos indoxilglicosidicos sintetizados
por Horwitz y otros.

Tales cromoégenos indoxilglicosidi-
cos halogenados con Br o Cl en las
posiciones 4-5 6 6, mejoran en cuanto
a localizacion de la actividad
enzimitica, la que es revelada por
granulaciones mis finas.

En el curso de la investigacion de
las fosfatasas se adelanta con la utili-
zacion de diversos substratos fluores-
centes.

La técnica de Gomori de admira-
ble simplicidad, consiste en incubar
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con beta glicerofosfato y fluorocromo,
que puede ser acridina orange.

Burstone,emplea como substratos
fluorescentes complejos del naftol
obtenidos por combinacion del dcido-
2-hidroxi naftoico con ciertas
arilaminas.

Excelentes resultados se reportan
con el complejo fluorocrémico resul-
tante de la amino antraquinona.

En las paginas precedentes hemos
pretendido dar una serie de ejemplos
demostrativos de la importancia de la
Quimica Organica en el desarrollo de
la Citoquimica y de la Histoquimica.

S6lo hemos logrado presentar una
palida idea. Los ejemplos podrian
multiplicarse, pues dia a dia se crean
nuevos métodos de Investigacién
histoquimica, y cada vez se sintetizan
nuevos substratos, o los existentes se
reemplazan por substratos mas sensi-
bles y especificos.

RESUMEN

La Quimica Orgénica es un auxi-
liar indispensable en el trabajo de la
Citoquimica y de la Histoquimica,
ofreciendolos métodos para la sintesis
de sustancias organicas purisimas que
se emplean como reactivos © como
substratos.

Gracias a la sensibilidad de las
sustancias orgdnicas es posible per-
feccionarlos métodos de investigacion
de la actividad enzimitica.

El empleo, por ejemplo, de las
sales de tetrazolium como aceptores
de hidrégeno permite revelar la accién
de las enzimas de los sistemas
oxidativos.



La transferencia de los electrones
liberados, a través de la cadena de los
citocromos y diaforasas, se hace visible
en la génesis de los formazanes colo-
reados.

Con la sintesis de los nitrotetra-
zolium se logra un perfeccionamiento
no alcanzado atn en el campo de
otros sistemas enzimaticos. La locali-
zacién mitocondrial con el microsco-
pio optico es ya la regla.

Nuevos avances se esperan con la
aplicacion de las sales de nitrotetra-
zolium en la Microscopia Electronica.

Otro aspecto muy interesante es el
referente a la aplicacion de reaccio-
nes de copulacion de diazoicos para
generar azoicos coloreados, "in situ"
ponen de manifiesto la actividad
enzimitica de fosfatasas, erasas, b-
blucoronidasas, b-galactosidasas.

Un hecho evidente es que el tra-
bajo en este campo de la investigacion
cientifica, se ve favorecido con el
empleo de métodos y técnicas de

ciencia.

APLICACIONES

Se han analizado diversidad de
pruebas de ensayo con la finalidad de
descubrir como se fijan los diversos
colorantes de los tejidos.

Como consecuencia de tales
pruebas se propusieron teorias, que
establecen que el objeto de la tincién
es determinar hechos morfologicos y
de conocer microquimicamente la
existencia y distribucion de sustancias.

Es importante sefalar que no es
suficiente limitarse al empleo de co-
lorantes acidos y basicos, que con-

lleven a especular sobre la naturaleza
acida o basica de los tejidos, sino que
deben encontrarse Reacciones
Tintorias que identifiquen no sélo la
presencia de ciertos elementos como
el hierro o el fésforo, sino de complejos
organicos, tales como mucinas,
protaminas, mucopolisacaridos,
glucégeno y otros.

Algunas de las reacciones que
precisan el empleo de colorantes fue-
ron histoquimicos, pero su importan-
cia quedoé interpretada equivocada-
mente.

Las teorias de Tincion de materias
colorantes, han sido utilizadas para
detectar una serie de sustancias orga-
nicas, tales como: aminoacidos,
albaminas y 4acido tGrico en los tejidos
provenientes de animales y vegetales.
De tal manera que la aplicacién de
técnicas y métodos histoquimicos, se
basan necesariamente en la constitu-
cion molecular de colorantes
especificos, para determinadas sus-
tancias protoplasmiticas de tejidos
animales y vegetales.

Determinando la calidad, y com-
posicion de muchos tejidos animales
y vegetales, se podrd encontrar
aquellos que puedan venir de insumos
para la industria farmacéutica. o
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