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RESUMEN

La hematoxilina férrica de Heidenhain ha sido una de las técnicas citoldgicas cldsicas de mayor
utilidad. Su capacidad de tefir multiples estructuras celulares y extracelulares al mismo tiempo la
convierte en una técnica histolégica general.

En el presente trabajo se describe su aplicacion a cortes semifinos tomando como ejemplo la
adenohipdéfisis humana, discutiendo sus mecanismos de tincion y demostrandose su utilidad para
evidenciar la variabilidad citoldgica y realizar analisis de imagen.

ABSTRACT

Heidenhain’s iron hematoxylin has been one of the most useful methods of classical cytology. Its
ability to stain simultaneously many cell and extracellular structures makes it a general purpose
histological technique.

This current work describes its application to semithin sections, using human adenohypophysis,
discussing the staining mechanism and showing his usefulness to evidence cytological variability
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and to perform image analysis.

INTRODUCCION

En ninguna rama de las ciencias biolégicas han sobre-
vivido tantas técnicas historicas simples en su forma
original como en las técnicas microscopicas. La colora-
cién selectiva es la manera cldsica de obtener contras-
te e identificar estructuras en microscopia de campo
claro. Una de las técnicas citoldgicas clasicas de mayor
utilidad ha sido la hematoxilina férrica de M. Heiden-
hain (1891) (1-4), originalmente desarrollada por Ben-
da (1885-1886). Pese ser una tincién monocroma (en
tonos grises y negros), tifle con excelente contraste y
finura numerosas estructuras citoplasmicas y destaca
muy bien en los nucleos la arquitectura de la cromatina
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y varios cuerpos nucleares. Su selectividad por unos u
otros organulos depende de la modalidad de fijacion
y se ajusta mediante cambios en el procedimiento de
tincion. La coloracidn original en dos tiempos utiliza
primero alumbre de hierro (sulfato férrico-amoénico)
como mordiente por un tiempo variable y luego se rea-
liza una impregnacién en la solucién de hematoxilina:
El método puede ejecutarse de manera progresiva, hasta
obtener el tono deseado (controlando al microscopio la
intensidad dela tincidén), o mediante una estrategia re-
gresiva, tifendo muy intensamente y retirando con cui-
dado el exceso de colorante (diferenciacién) median-
te lavados en una solucién diluida de sulfato férrico
amoénico. Los resultados son distintos porque algunas
sustancias que tardan mucho en impregnarse de colo-
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rante no lo ceden facilmente. La imagen microscdpica,
por tanto, depende de la facilidad de tincion (afinidad
por el sustrato) pero también de la cantidad maxima
de colorante (saturacion de colorante) unido a algunas
estructuras y de la compactacion o fuerza de adhesion
del colorante al sustrato (resistencia a la extraccion). El
mecanismo de tincién no es simple (5).

Su mecanismo quimico de afinidad por un sustrato
concreto, es por tanto muy complejo y, en la practica,
muy dificil de averiguar. Sabemos que tifle la croma-
tina uniéndose al DNA, pero también por su compo-
nente histénico, como el carmin-bérax de Grenacher
(1879), (un colorante acido) que también tifie los nu-
cleos (8). Modificando la fijacién y las condiciones de
ejecucion pueden tefiirse los centriolos, las mitocon-
drias, numerosos tipos de granulos de secrecién, liso-
somas, fagolisosomas, citoesqueleto (queratinas), y al-
gunos pigmentos (lipofuchsina) e inclusiones, pero en
cambio no es posible tefiir la region del Golgi, las areas
de reticulo endoplasmico y lipidos. La utilidad de esta
técnica se basa precisamente en proporcionar distintos
grados de contraste a diferentes porciones del nucleo y
del citoplasma, dibujando una imagen muy particular
de cada tipo de célula. Esto permite agruparlas por se-
mejanza e identificarlas por su patrén de tincion.

La técnica original no necesita de ninguna contratin-
cion (dcida o basica) pero pueden anadirse algunas co-
loraciones complementarias al mismo corte, aunque, en
la practica, raramente demuestran detalles adicionales
y reducen la nitidez y el contraste de la imagen. Cuan-
do se realiza una coloracién en tonos grises suaves, es
posible superponer un método de inmunofluorescencia.
En este caso, a la localizacion especifica del antigeno, se
afiade una imagen de fondo citolégica y topografica muy
superior a las coloraciones nucleares o citoplasmicas de
contratincion que suelen utilizarse habitualmente.

En el presente trabajo se describe la aplicacion de la
técnica original de M. Heidenhain para identificar
estructuras citolégicas en cortes semifinos de tejidos
incluidos en glicolmetacrilato. Se trata de aplicar y
ajustar el método aprovechando la resolucién que per-
mite el uso de cortes semifinos y la observacién con
objetivos de gran aumento. Un tejido adecuado para
demostrar su utilidad es la adenohipéfisis por presen-
tar multiples tipos celulares, diferentes tipos y tamafos
de granulos de secrecion, una fina red de capilares si-
nusoides y escaso material extracelular.

MATERIAL Y METODOS

Procesamiento del tejido.

Se han utilizado fragmentos de hip6fisis humana, pro-
cedentes del archivo de necropsias del Departamento
de Anatomia Patologica, Biologia Celular e Histologia
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Ca-
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diz. La pieza previamente fijada en formol al 10% se
incluy6 en finas secciones frontales de 2mm de gro-
sor en glicolmetacrilato. La glandula no presentaba
lesiones macroscopicas. Se realizé la deshidratacion
progresiva del tejido con acetona de gradacion cre-
ciente (70%, 80%, 95% y 100%) y a 4°C, para evitar la
retraccion del material. La infiltracién durante 24h se
produce en agitacion utilizando una primera solucion
de glicolmetacrilato catalizada con benzoilperdxido
que se cambia por otra nueva durante 12h (9). El blo-
que se polimeriza mediante radiacién UV (luz negra)
en un frasco hermético y en ausencia de oxigeno (que
inhibe la polimerizacién), lo que evita la reaccion
exotérmica cuando se utiliza un polimerizante. Los
cortes se practicaron en un micrétomo motorizado
Leica RM2155 con cuchillas de carburo de tungsteno
y a un grosor de 1-2 micras. Se recogieron sobre un
portaobjetos cubierto de agua ligeramente amoniacal
y se secaron sobre una platina caliente. No es necesa-
rio utilizar adhesivos.

Tincion con Hematoxilina férrica de M. Hei-
denhain.

Se ha realizado siguiendo el método original en dos
tiempos y con una estrategia regresiva(10). Los portas
se sumergen a temperatura ambiente en una solucion
de sulfato férrico amdnico 5% recientemente prepa-
rada por un minimo de 6h o hasta el dia siguiente
(aprox.24h). Se escurren ligeramente y entonces se
introducen en una solucién de hematoxilina de Re-
gaud (hematoxilina 1%, sin oxidar) (4) hasta la mana-
na siguiente. En esta solucion los cortes se saturan de
colorante, deben adquirir un color negro intenso, son
opacos, y no se puede observar ningin detalle al mi-
croscopio. Para retirar el exceso de colorante, se lavan
agitandolos lentamente a través de dos vasos: el pri-
mero con alumbre férrico al 5% hasta que se vuelven
grises y el segundo al 2,5% para continuar lentamente
la diferenciacion (extraccion del colorante). Conviene
observar los cortes al microscopio (sin cubreobjetos
y con un objetivo 10x/20x) para controlar la retirada
de colorante. Cuando se alcanza un color gris palido,
se pueden lavar en agua abundante, secar en platina
caliente y montar un cubreobjetos con DPX u otra re-
sina de montaje.

Microfotografia y analisis de imagen.

Las preparaciones se estudiaron en un microscopio
Leica DM2500 en campo claro, ajustando la aper-
tura numérica del condensador para la iluminacién
de Koehler y con los objetivos de inmersiéon HCX
PL Fluotar 63x/NA1,2 y 100x/NA1,3. Las microfoto-
grafias digitales se realizaron con una camara CCD
LeicaDFC495 de 8 megapixeles y fueron adquiridas
mediante el software LAS (LeicaApplication Suite),
ajustando el histograma y a un tamafio (sin interpo-

25



Lam]

lacién) de 2176x1632 pixeles. Las imagenes RGB se
guardaron como ficheros TIFF (sin compresion) para
utilizarlos con el software image]J (FIJI) (11). Las ima-
genes RGB se separaron por canales para obtener la
imagen 8-bit del canal verde (G), y presentar los va-
lores de pixel en surface-plots que permiten visuali-
zar intuitivamente: 1) la distribucién de intensidad
luminica (verde) que corresponde a los granulos de
menor tamano, 2) la superposicién de la imagen de
difraccidon de los bordes de objetos adyacentes y 3) la
densidad dptica axial de cada granulo. No abordamos
aqui los problemas ni los limites reales de los algo-
ritmos de segmentacion para objetos cuyo tamaifo se
encuentra en el limite de resolucidn.

RESULTADOS

La coloracién proporciona una gama de tonos grises
que cubren un rango muy amplio de densidad opti-
ca. Se observan todos los elementos de la estructura
tisular de la adenohipofisis (12-14). Aparecen colorea-
dos los nucleos, con buena definicion de la membrana
nuclear (por aposicién de la cromatina periférica a la
lamina nuclear). En el espacio extracelular se han te-
nido de modo difuso las fibras de reticulina y colage-
na que rodean el lecho capilar sinusoide y que forman
los pequenos tabiques separando los cordones celula-
res. Se tifien bien numerosos granulos de secrecién de
varios tipos celulares (Figural) Los tipos de granulos
se distinguen por su numero, su agrupacion espacial,
su densidad 6ptica y su variaciéon dentro de la misma
célula. Se pueden utilizar para evaluar el contraste y
la resolucién del método (Figura2). Los mas densos,
homogéneos y abundantes corresponden con toda
probabilidad a células de prolactina (PRL) en reposo
que han proliferado y permanecido en la glandula tras
un embarazo. Estas células forman grupos y presentan
mucha regularidad citoldgica. Las células somatotropas
(GH), mas pequenas, y que suelen ser la mitad de la po-
blacién del 16bulo anterior no tienen tanta regularidad.
Sus nucleos son semejantes pero la variabilidad del esta-
do funcional en esta poblacidn, y la variacién en tama-
o y nimero de sus granulos, nos impide reconocerlas
a todas segun criterios estrictamente morfologicos. Las
siguientes células en abundancia, en hipdfisis normales,
suelen ser las gonadotropas (FSH, LH) pero también ca-
recen de un aspecto homogéneo salvo en la presencia de
granulos diminutos, por debajo de la resolucion del m.
optico convencional y que no se visualizan como enti-
dades aisladas. Es muy posible que también se tiflan e
impartan al citoplasma un aspecto grisaceo difuso. Las
células corticotropas (ACTH, MSH, POMC) son poco
frecuentes pero muy variables, de granulos pequenos,
y escasos. No es facil asignarles unos rasgos citoldgicos
regulares ni con esta coloracidn ni con ninguna otra. De
hecho, constituyen gran parte de las células cromofo-
bas y. ademads sufren con frecuencia procesos regresivos
(cambio hialino de Crooke). Tampoco es posible asignar
un aspecto citoldgico especifico a las células tirotropas,

k. e

Figura 1. Hematoxilina Férrica de Heidenhain. Hipdfisis humana.
Inclusion GMA. Corte semifino 2um. Objetivo 63x /1,25 oil. Se observa
perfectamente la variabilidad citoldgica de los distintos tipos de células
hipofisarias. Es posible agruparlas segun estos criterios (morfologia
nuclear y rasgos citopldsmicos) pero algunas de estas células no se
pueden identificar correctamente sélo por sus rasgos morfoldgicos.
Destacan las células mamotropas (de prolactina) abundantes y repletas
de granulos por tratarse de una mujer que ha tenido un embarazo
previo. Una de ellas se ha seleccionado para visualizar los granulos de
secrecién con software de andlisis de imagen (ImageJ).

La franja seleccionada en amarillo (2um de ancho) equivale al grosor
del corte. Por eso se puede ver en la imagen de esa zona y en la
representacion 3D (surfaceplot), que caben dos pisos de grénulos en
el espesor del corte. Eso significa que en la microfotografia algunos
granulos se superponen inevitablemente a otros. Se ha seleccionado
uno de los granulos en un rectangulo de 1,43 x 1,43 um (16 x 16 pixeles).
El muestreo de la imagen por el CCD de la camara no tiene suficiente
resolucion con este objetivo (63x) pero puede identificarse bien el &rea sobre
el que se reparte laimagen de difraccion del granulo. No es posible medirlos
con exactitud, pero es posible contar su nimero (aproximadamente puesto
que algunos se superponen en el espesor del corte)

aunque suelen presentar morfologia alargada, pero son
muy infrecuentes (5%) y con granulos de aspecto y nu-
mero muy variables.

Las tnicas células que son inequivocamente identifi-
cables son las células foliculares (13) por su aspecto
nuclear y citoplasmico, su morfologia estrellada y su
posicidn central en los cordones endocrinos. También
podemos detectar escasas células que parecen ser indi-
ferenciadas, de escaso tamafio y sin rasgos citopldsmicos
significativos.
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Figura 2. Hematoxilina Férrica de Heidenhain. Hipdfisis humana. Inclusién GMA. Corte semifino 2pm. Objetivo 100x /1,30 oil. Agrupacién de
células mamotropas, de prolactina (P) en reposo y repletas de granulos gruesos con areas citopldsmicas mas palidas que corresponden al
aparato de Golgi. La densidad de los granos es variable y su delimitacion y medida es dificil puesto que no es posible una segmentacion precisa
de sus bordes mediante analisis de imagen.

Sin embargo, puede asegurarse que todas pertenecen a la misma estirpe y se diferencian claramente de la otras cuatro que son dificiles de
identificar de modo fiable. La primera (1) destaca por su pequefio tamafio, ausencia de granulos visibles, citoplasma gris homogéneo vy tres
espacios vacios que pudieran corresponder a inclusiones lipidicas. La segunda (2) presenta el aspecto de una célula indiferenciada. La tercera
(3) es otro tipo celular (;,somatotropa?) que esta repleta de granulos muy pequefios y tan cercanos dificil de reconocer visualmente como
elementos separados. Tampoco es posible la separacion (segmentacion) informética de éstos. La cuarta (4) parece corresponder por su nucleo
y su citoplasma grande y palido a las células cromdéfobas de estirpe corticotropa. En este tejido, la informacién morfoldgica no es siempre
suficiente para asignar las células a estirpes endocrinas concretas. Sin embargo, la coloracion impregna detalles estructurales minimos
(diferentes granos de secrecién) aunque algunos no puedan resolverse con un microscopio convencional. Las dreas seleccionadas (derecha)
pueden visualizarse mejor mediante una representacion tridimensional (surface-plot) e incluso establecer un recuento aproximado de los
granulos presentes en un area de 10 x 10 um y de 2um de grosor. Como no es una imagen fluorescente no puede realizarse una reconstruccion
del espesor del corte con microscopia de barrido confocal (CLSM). En cambio, se podria visualizar los distintos planos del espesor del corte con
microscopia de iluminacion estructurada (SIM, Apotome®), mejorar la resolucion y realizar la reconstruccion 3D.

bitales 7 interaccionan a través de este carbono insa-
turado y se produce el cambio de color de la molécula.
Ademas, uno de los grupos fenol se ioniza y el residuo
[-O°] convierte la molécula de hemateina en un colo-
rante aniénico (con carga negativa)(6).

DISCUSION

Sobre el mecanismo de tincidon.

Una molécula de hematoxilina (sin oxidar y sin mor-

diente) es esencialmente un polifenol y se une débil-
mente a los tejidos por puentes de hidrégeno (de sus
cuatro grupos fenol). Cuando la hematoxilina se oxi-
da a hemateina, se pierde un dtomo de hidrégeno del
carbono que une ambos anillos fendlicos. Los dos or-

El Fe** en solucion forma un complejo con seis molé-
culas de agua, [Fe (H,0)]’*que se hidroliza y reduce
su carga positiva [Fe (OH), (H,0), ]*.Cuando el catién
se une a una molécula de hemateina, también se ioniza
el otro grupo fenoélico adyacente al enlace idnico y el
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Fe’* quedaria unido a dos atomos de oxigeno que ac-
tian como bases de Lewis (donantes de electrones) al
hierro. En la practica, cuando los cortes mordentados
con Fe’* se introducen en una solucidén de hematoxi-
lina, hay un exceso de colorante, éste se oxida a he-
mateina, y cada catién férricose une mediante enlace
iénico a dos moléculas de colorante. En ese complejo
[2hemateina:1Fe’*] si se ionizan los dos grupos feno-
les adyacentes y se ionizan ademds dos moléculas de
agua [OH'] unidas al cation férrico (7), el conjunto,
en teoria, tiene carga negativa y deberia actuar como
un colorante acido pero el patrén de tincién no se co-
rresponde con los tipicos colorantes dcidos.

El hierro unido al corte (como mordiente) por tanto,
no es el mecanismo de anclaje al tejido y es extraido y
secuestrado por la hemateina para formar el complejo
[2hemateina:1Fe®**]. Esta laca férrica con la hematei-
na, aparenta ser un colorante basico, que tifie la cro-
matina (basoéfila por su contenido de DNA), pero re-
sulta que también tife igualmente los ntcleos después
de la extraccion del DNA (uniéndose las histonas). En
realidad, la laca se une al sustrato por su carga global,
y por enlaces no covalentes: puentes de hidrégeno (de
los grupos fenoles libres) y fuerzas de van der Waals.
Hay que tener en cuenta, que tras la oxidacidn a he-
mateina y la formacién de la laca férrica cada molécu-
la sigue manteniendo dos grupos fenoles libres.

Sobre la resolucidon y contraste de las imdgenes.

Los granulos de secrecién varian en nimero, densi-
dad y distribucion segin el tipo de célula. Algunos
tipos celulares no tienen granulos visibles, no porque
no se hayan teiido, sino porque suelen estar por de-
bajo del limite de resolucion. Se ha utilizado el sof-
tware Image] para calibrar las medidas (en micras) y
facilitar la visualizacion de la imagen de los granulos
(Figura 2) mediante la representaciéon de los valores
de gris de los pixeles en forma de surface-plot: Asi se
pueden contar, pero no medir porque, en esta escala
de tamano (fracciones de micra) el halo de difraccion
difumina los bordes y no pueden delimitarse ni me-
dirse con exactitud. La segmentacién algoritmica no
es aplicable para aislar objetos que estan delimitados
por un gradiente (no un borde neto) y cercanos al li-
mite de resolucion.

Sobre su utilidad morfoldgica.

Resulta evidente que no podemos identificar los tipos
celulares endocrinos de la adenohipoéfisis sobre bases
exclusivamente morfoldgicas. Ni los colorantes, ni sus
combinaciones (tetracromo de Herlant) (15, 16) ni las
técnicas histoquimicas (17) han proporcionado nunca
seguridad para la clasificaciéon de los tipos celulares
endocrinos (18-20). Los numerosos estudios de mi-
croscopia eléctronica(21) solo han conseguido cons-

tatar la considerable variabilidad dentro de cada tipo
celular. Solo la inmunohistoquimica (21,22) permite
asignar hormonas especificas, y colocalizar distintos
productos dentro de la misma célula, aunque siem-
pre hay células en reposo, poco diferenciadas, o en
degeneracion, que no contienen suficiente hormona.
Los marcadores de linaje (23,24)(detectables por in-
munohistoquimica) son mucho mads fiables, pero no
sefalan el estado funcional (ciclo secretor) como si
lo hace la deteccién del contenido hormonal. El mé-
todo de la HFe no permite identificar las células en-
docrinas segun criterios estrictamente morfoldgicos
en microscopia dptica, Sabemos que no es asi. Este
tejido demuestra, en cambio, que podemos visuali-
zar simultdneamente muchos detalles citolégicos con
hematoxilina férrica y describir la enorme variabi-
lidad debida a la existencia de muchos tipos celula-
res (y estados funcionales) con un solo método, que
proporciona una imagen monocromdtica, pero con
un amplio rango de densidad 6ptica. Suministra muy
buen contraste incluso en cortes de espesor minimo
con una escasa cantidad de material. Esta efectividad
colorante solo es comparable (en contraste) al azul de
toluidina, pero no en su patron de tincidén. Aunque no
conozcamos la razén de su afinidad por unas u otras
estructuras, el patrén de tincién de la HFe es reprodu-
cible con facilidad, aunque también puede ajustarse
para modular el resultado. Es facilmente fotografia-
ble y puede ser estudiado mediante analisis de imagen
para medir la cantidad relativa de colorante retenido
por distintos orgdnulos o sustratos. En resumen: un
método que no es especifico (como la histoquimica
o la inmunohistoquimica), que solo proporciona una
intensidad de tincién relativa de unos elementos con
respecto a otros, y que produce distintos patrones de
tincidén segun su ejecucidn, es sin embargo util para
visualizar diferentes tipos celulares en un territorio,
o la variabilidad citolégica dentro de una poblacion
homogénea. Corresponde al observador interpretar
esta variabilidad en términos bioldgicos teniendo en
cuenta el conocimiento previo del tejido y la informa-
cion arquitectural o cuantitativa (o estereoldgica) que
pueda deducirse mediante andlisis de imagen.
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