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Resumen

La coldgena es la proteina estructural mds importante de la matriz extracelular; realiza varias
funciones, por lo cual es un indicativo de la fisiologia del tejido, ya sea en estados patologi-
cos o en procesos de regeneracion. Por tal motivo, es indispensable en estudios histologicos
reconocer a la coldgena y su estado fisioldgico. Se compararon los resultados de dos técnicas
de tincion especificas para coldgena (Elastica de Van Gieson y Herovici) con una técnica bdsica
(Hematoxilina-Eosina) en diferentes tejidos conectivos (laxo, denso y mesenquimadtico), asi
como en hueso implantado con el xenoinjerto Nukbone. La técnica que permite una mayor
definicion estructural de las fibras es la Eldstica de Van Gieson, sin embargo, la técnica de Hero-
vici revela no sélo su estructura sino también su fisiologia en un proceso de neoformacion.
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Abstract

The collagen is the most important structural protein of the extracellular matrix. It carries
out several functions, that is why it is an indicative of the physiology of the tissue, either in
pathological states or in regeneration processes. Due to this fact it is indispensable in histol-
ogy studies to recognize the collagen and its physiological state. The results of two specific
tincture techniques were compared (Elastic of Van Gieson and Herovici) with a basic tincture
technique (H-E) in different connective tissues (lax, dense and mesenquimal), as well as in
implanted bone with the xenograft Nukbone. The technique that allows a better structural
definition of the fibers is the one called elastic of Van Gieson. However, Herovici’s technique
not only reveals the structure but also the physiology in a neoformation process.

Keywords: collagen, H-E, Elastic of Van Gieson, Herovici, skin, mesenquimal, xenograft, bone.

Introduccion y unir la dermis, permitiendo asi la oposicién a las
tracciones ejercidas desde multiples direcciones

La colagena es el componente principal fibroso de (Geneser, 2000).

la dermis. Esta proteina estructural representa en

los mamiferos el 30 % de las proteinas totales del La colagena también participa en el proceso de

organismoy comprende el 77% del peso seco sin remodelacion tisular; ésta es sintetizada por los

grasa de la piel (Valadez, 1998). La funcién de la fibroblastos en la cicatrizacion de una heriday ac-

colagena en la dermis es la de proporcionar masa tia como soporte del nuevo tejido en desarrollo.

y fortaleza mecanica, para soportar la epidermis Por lo anterior, la coldgena es considerada como
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uno de los materiales mas utilizados en medicina
para reparar dafos o traumas quimico-mecanicos,
ya sea en piel o mucosas, debido a su biocompati-
bilidad y su capacidad para promover la cicatriza-
cién de heridas especialmente en el tejido epitelial
(Bernales et al., 2004; Bello et al., 2004).

La estructura molecular de las fibras colagenas
presenta entrecruzamientos por puentes de hidré-
geno (uniones covalentes) entre las cadenas, las
cuales se incrementan con la edad. Estos puentes
se forman por la accién inicial de la enzima lisi-
noxidasa, que transforma en aldehidos a la lisina o
a la hidroxilisina, aldehidos que posteriormente se
pueden condensar mediante reacciones quimicas
espontaneas con otros grupos (Lehninger, 1993;
Cordero, 1997).

Actualmente existen 19 tipos de colageno, de los
cuales 16 han sido encontrados en los tejidos hu-
manos, siendo los mas abundantes y por lo tanto
los mas estudiados los de tipo |, presente en hueso
y en la dermis reticular; los de tipo Il, presente en
cartilago hialino y los de tipo Ill, presente en la
dermis papilar (Cordero, 1997; Leén, 2001).

Asimismo, las fibras se disponen espacialmente
de diferentes maneras, de acuerdo con la funcién
que habra de cumplir cada tejido: en paralelo
(tendones), como placas en distintas direcciones
(piel) o en forma de fibras continuas (dientes),
dependiendo de las diferentes direcciones de las
fuerzas que deban soportar (Lehninger, 1993).

Objetivo

Comparar técnicas basicas de tincion como Hema-
toxilina - Eosina y especificas para coldgena como
son Herovici y Elastica de Van Gieson, que permi-
tan describir e identificar dichas fibras. Asimismo,
determinar cudles son las técnicas que permiten
analizar caracteristicas especificas de la colagena
relacionadas con su estructura y funcién.

Método

Se utilizaron muestras frescas de piel de anfibio,
hueso y piel de conejo, embriéon de hamster y el
xenoinjerto Nukbone, las cuales se fijaron en for-
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mol amortiguado al 37% con pH 7.4, durante 18
hrs.; posteriormente se lavaron con agua corriente
y se deshidrataron con alcoholes graduales, se
aclararon en xilol y finalmente fueron incluidas en
parafina con un punto de fusion de 54 °C.

Posteriormente se realizaron cortes utilizando el
microtomo por rotacién con un grosor de 7 mm
y se tifleron con las técnicas de Hematoxilina-
Eosina (H-E) (Estrada, 1984), Tricromica de Van
Gienson (TVG) (UAM, 2008) y Tincién de Herovici
(TH) (Herovici, 1963).

Por ultimo, se observaron al microscopio éptico
(Zeiss Modelo Axiostar), con el fin de evaluar la
presencia, distribucién, tipo y morfologia de las
fibras colagenas.

Resultados

Las fibras de colagena en la piel de rana, con la
técnica H-E, a menor aumento se distinguen como
una red densa y fibrosa que sustenta a las células
sin proporcionar rasgos particulares de su estruc-
tura (ver figura 1); a mayor aumento se distinguen
paquetes fibrilares indefinidos y esoinéfilos, des-
tacandose del resto de los componentes tisulares
(ver figura 2).

Figura 1. Piel de anfibio.

Se observa la presencia de las fibras de coldgena (F), glandulas
exocrinas (G) y epitelio cilindrico simple (E). H-E, 400x.
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Figura 2. Piel de anfibio.

Se distinguen las fibras de colagena (F), glandulas exocrinas (G) y
el epitelio cilindrico simple (E). H-E 1000x.

En el hueso compacto en regeneracion, con la téc-
nica de Elastica de Van Gieson, se distinguen las
fibras de coldgena que forman el soporte para la
osificacion y también las fibras que se encuentran
en la matriz extracelular del hueso (ver figura 3).

Figura 3. Hueso compacto en regeneracion.

Se observa la presencia de fibras de colagena (F) y el canal de
Havers (Hv). Van Gieson. 1000 x.

En la piel de rana tefiida con la técnica Elastica de
Van Gieson, a menor aumento se observa una red
de sostén definida por fibras paralelas unidas (ver
figura 4); a menor aumento se observa con deta-
Ile haces de fibras formados a su vez por fibrillas
dispuestas en paralelo (ver figura 5).

Figura 4. Piel de anfibio.

Se distingue la presencia de fibras de colagena (F), los nucleos de
células del tejido conectivo (N) y el epitelio cilindrico simple (E).
Van Gieson 400x.

Figura 5. Dermis de anfibio.

Se aprecian las fibras de colagena (F) y los ntcleos de las células
del tejido conectivo (N) Van Gieson, 1000x.

En el tejido embrionario se distingue, por la técnica Elas-
tica de Van Gieson, la presencia de fibras de colagena
en paraleloy ramificadas, que daran el soporte para el
desarrollo de los tejidos diferenciados (ver figura 6).

Figura 6. Tejido mesenquimatico de embrion de hamster.

Lo S 4 . AN

Se observan las fibras de colagena (F) y los nucleos de las células
mesenquimatiacas (N). Van Gieson. 1000x.
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Finalmente en el hueso implantando con el Xenoinjerto
Nukbone, teiido con la técnica de Herivici, se aprecia
la diferencia entre dos estadios de la coldgena: su fase
inmadura de color rojo y su fase madura de color azul.
Esta ultima se observa ramificada (ver figura 7).

Figura 7. Xenoinjerto Nukbone implantado en hueso de conejo.

Sedistinguen las fibras de colagena (F), diferenciandose las fibras
maduras (Hm) de las inmaduras (Hi). Herovici 1000x.

Discusion

La colagena es el principal componente fibrilar de la
matriz extracelular (MEC), cualquier alteracién en su
entrelazamiento puede resultar en un deterioro de la
fibra y este hecho se encuentra asociado a procesos
patoloégicos, por lo anterior, es fundamental identi-
ficarlas mediante un analisis histolégico adecuado
utilizando técnicas de tincion especificas relacionadas
con los objetivos de estudios determinados.

La coldgena no sélo es importante en procesos pa-
toldgicos sino también en procesos de regeneraciéon
tisular de manera natural o utilizando xenoinjertos
(Nukbone), porque son el soporte para las células
que migran a la zona dafada, las cuales son respon-
sables de la reparacién del mismo (Leén, 2001; Brady,
1979). Por tanto, consideramos que es importante
describir su estructura relacionada con su compor-
tamiento en dicho proceso.

Las fibras coladgenas son faciles de reconocer en
los cortes histolégicos, debido a sus caracteristicas
fisico-quimicas, ya que son birrefringentes y ani-
sotropas. Estas caracteristicas también permiten
reconocer la orientacién longitudinal de las fibrillas
cuando se les aplica luz polarizada porque aparecen
dotadas de birrefringencia uniaxica positiva (Iglesias
y Rodriguez, 2001).
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En la mayoria de los estudios realizados sobre rege-
neracién tisular, la colagena es identificada a través
de las tres técnicas analizadas en el presente trabajo
(Ledn, 2001; Suarez et al., 2004; Vasquez y Del Sol,
2001; Levame y Mayer, 1987).

Al inicio de todo estudio es importante localizar e
identificar a la colagena, por medio de una técni-
ca béasica como es la de la hematoxilina y eosina.
La hematoxilina es un colorante aniénico y actua
como un pigmento basico, por lo cual se asocia
a estructuras aniénicas (que posean fosfatos, sul-
fatos y/o carboxilos ionizados) como cromatina y
nucleos, tinéndolos de color azul. Por su parte, la
eosina es un colorante acido (predomina densidad
de carga negativa), por lo cual se asocia a estructu-
ras catiénicas del citoplasma y matriz extracelular,
tales como: filamentos citoplasmaticos (como los
de células musculares), membranas intracelulares y
fibras colagenas, tifnéndolas de un tono rosa inten-
so, logrando una diferenciacion de la colagena con
respecto a los demas componente titulares (Iglesias
y Rodriguez, 2001).

La técnica de Elastica de Van Gieson se utiliza para
la coloracion de fibras colagenasy eldsticas. La cola-
gena reacciona con un colorante &cido que la tifie de
rojo, nucleosy fibras eldsticas de negro y citoplasma
de amarillo (Stevens y Steven, 2006). Es una técnica
mas especializada porque nos proporciona una
mejor definicion de la morfologia y distribucion de
las fibras de colagena gracias a los contrastes que
proporcionan los colorantes de dicha técnica.

El método de Herovici no sélo define la disposicion
de fibras coldgenas sino que las tifie de diferente
color seguin su fase de maduracién: azul, si la cola-
gena se encuentra en una etapa inmadura (preco-
ldgeno) y roja si se encuentra en su forma madura,
esto debido a la afinidad que tienen las fibras con
el azul de metilo y la fuccina acida. Al igual que en
la técnica de Van Gieson, el citoplasma se colorea en
un tono amarillo y finalmente los nucleos se tifien
de color negro.

Una de las ventajas principales de este método es su
aplicacién en muestras que no han sido procesadas
por la técnica histolégica como son los xenoinjertos
hechos a base de colagena (Nukbone), con el obje-
tivo de estudiar ademas de la microestructura del
material la interaccién entre éste y el tejido, lo cual
revela la biocompatibilidad del injerto. Por lo tanto,
es ideal para este tipo de estudios.
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Conclusion

Aunque todos los métodos utilizados en este
trabajo mostraron elementos importantes de los
tejidos estudiados, consideramos que el método
de Herovici es el que nos ofrece mayores ventajas
no sélo desde el punto de vista técnico, sino que
nos permitié observar con mayor nitidez la estruc-
tura de las fibras colagenas en tejidos epiteliales,
6seos e incluso en materiales como el Nukbone;
asimismo, permiten identificar dos tipos del tejido
colageno: la fibrosis de tipo reparativa (inmadura)
y reactiva (madura). (O
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