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Resumen

Introduccién: : El uso de tinciones con sales de plata fue
desarrollado en el siglo XIX, al principio fueron usadas para tefiir
tejido nervioso y tuvo un papel preponderante en el postulado
de la teoria celular como dogma biologico. Posteriormente,
se desarrolld su uso en tejido conectivo, pero nunca fueron
utilizadas en la identificacion de miofibroblastos, células del
tejido conectivo con funciones muy diversas y relacionadas con
patologias como las fibrosis.

Objetivo: Determinar la utilidad de una variante de la técnica de
nitrato de plata amoniacal en la tincion selectiva del fibronexus,
estructura caracteristica del miofibroblasto, en la capsula renal de
ratas cepa Wistar.

Materiales y Métodos: Se aplico técnicas de inmunohistoquimica
contra alfa-actina del muasculo liso y microscopia electronica para
comprobar la presencia de miofibroblastos en la capsula renal.
Por 1ltimo, se utiliz6 la variante de nitrato de plata amoniacal.
Resultados: Se determind la presencia de placas argirofilas en los
miofibroblastos de la capsula renal que corresponden a las placas
densas halladas en inmunohistoquimica y microscopia electronica.
Conclusiones: La variante de nitrato de plata amoniacal es
util para marcar selectivamente placas densas de ubicacion
subplasmalemal conseguidas en la morfologia miofibroblastica.
Sin embargo, atn se requiere esclarecer su fundamento y el
ensayo de la técnica en otros tejidos.

Abstract

Introduction: the use of silver stainings were developed in
the XIX century, at the beginning were used to stain nervous
tissues, and had a major role in the postulate of cellular theory
as a biological dogma. After, It was used in connective tissue,
but it have never been used in identification of myofibroblasts.
Connective tissue cells with many functions and related with
fibrosis.

Objective: To determine the usefulness of a variant of the
ammoniacal silver nitrate technique in selective staining of the
fibronexus, an ultrastructural characteristic of myofibroblasts,
in the renal capsule of Wistar rats.

Materials and methods: Immunohistochemistry and
electron microscopy were used to determine the presence of
myofibroblasts in the renal capsule of Wistar rats. Finally,
the variant of the ammoniacal silver nitrate technique.
Results: the argyrophil plaques were found in myofibroblasts
of the renal capsule which correspond to those ones in
immunohistochemistry and electron microcscopy.
Conclusions: the variant of the ammoniacal silver nitrate
technique is useful in the selective staining of subplasmalemmal
dense plaques in myofibroblastic morphology. However, it is
still necessary to clarify its basis and the testing of the technique
in other tissues.
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INTRODUCCION

Us tinciones con sales de plata usadas en tejido ner-
ioso fueron desarrolladas a finales del siglo XIX
por Camillo Golgi, su descubrimiento representd un
importante giro en la neurociencia, un campo que para
la fecha era practicamente inexistente. Aflos mas tarde,
en el mismo siglo, Santiago Ramoén y Cajal estudio pre-
parados histologicos de estructuras nerviosas de aves en
distintos estadios embrionarios, esto le permiti6é obser-
var el trayecto de las fibras nerviosas sin sus envolturas
mielinicas debido a que ésta impide el correcto depdsito
de la plata. Ademas, gracias a sus estudios se dio el paso
final para el establecimiento de la teoria celular como
dogma central en Biologia.

Ambos autores aportaron informacion muy valiosa sobre
la morfologia microscopica normal del tejido nervioso y
gracias a ello fueron galardonados con el Premio Nobel
de Fisiologia y Medicina en el aio 1906, primera vez en
la historia que fue compartido entre dos investigadores'.

A principios del siglo XX, ya esclarecidos los fundamen-
tos de la citoarquitectura del sistema nervioso, varios in-
vestigadores procedieron a usar estas técnicas para de-
terminar si la morfologia se encontraba distorsionada en
ciertas patologias como en la enfermedad de Alzheimer,
Parkinson, la corea de Huntington y demas desordenes
neurodegenerativos del movimiento. Max Bielschowsky
aportd conocimiento en el entendimiento de estas pato-
logias gracias a la correlacion que hizo entre sintomas
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clinicos y los hallazgos histopatologicos post-mortem obtenidos gracias
al desarrollo de la técnica de nitrato de plata amoniacal ideada para la tin-
cion de axones y demas fibras nerviosas®. El procedimiento toma como
fundamento la fabricacion de espejos, donde se usa un complejo de dia-
mina de plata que precipita en la interface entre el vidrio y las soluciones
de plata creando una superficie que refleja la luz®.

El uso de tinciones con soluciones de plata se vio muy atenuado a media-
dos del siglo XX debido a los multiples problemas inherentes a las distintas
técnicas. Entre ellos la falta de reproducibilidad de resultados consecuente
alo impredecible y el dificil control de la precipitacion de la plata sobre los
tejidos, debido a que se requiere de un personal muy entrenado con gran
experiencia en el area, y finalmente porque surgieron infinidad de técnicas
moleculares mucho mas precisas en el marcaje de los elementos tisulares y
celulares deseados como la inmunohistoquimica e inmunocitoquimica; no
obstante, las tinciones con sales de plata atn no han perdido su vigencia y
actualmente siguen siendo usadas’.

El uso de técnicas de impregnacion argéntica sobre el tejido nervioso
periférico fue desarrollado posteriormente®®, en base a la técnica descrita
por Bielschowsky. Su uso en tejido conectivo se centra principalmente
en la identificacion de fibras de la matriz extracelular y no de elementos
celulares™.

El miofibroblasto es una célula cuyo habitat natural es el tejido conec-
tivo y su identificacion por tinciones con sales de plata nunca ha sido
descrita. Son células de morfologia ahusada o estrellada caracterizados
molecularmente por expresar la isoforma o de la actina del musculo liso
(a-SMA) y cadenas pesadas de miosina formando miofilamentos de ubi-
cacion periférica. Ademas expresan o-actinina, vinculina y vimentina.

Ultraestructuralmente se caracterizan por presentar un reticulo endoplas-
matico y un aparato de Golgi bien desarrollados y granulos secretorios
de colageno; por este motivo se les considerd en un principio como una
subpoblacion de fibroblastos activos con caracteristicas intermedias en-
tre la fibra muscular lisa y el fibroblasto!'"'®. Los miofibroblastos son en-
contrados en todas las patologias que cursan con un depdsito exagerado
de elementos de la matriz extracelular, es decir, fibrosis.

La fibrosis en el tejido granular que se forma durante la cicatrizacion de
heridas y en lesiones tumorales diversas. Sin embargo, existen varios te-
jidos naturalmente sometidos a tensiones mecanicas donde en condicio-
nes fisiologicas es posible encontrar “nichos” celulares de miofibroblas-
tos, entre ellos el ligamento periodontal, la lamina propia del testiculo, el
espacio suburotelial de la vejiga urinaria, en la capsula y trabéculas del
bazo y en la capa interna de la capsula renal'''-2°,

La principal estructura que permite determinar la existencia de un fe-
notipo miofibroblastico es el fibronexus, complejo proteico evidenciado
bajo el microscopio electronico como una placa densa subplasmalemal.
Constituido por: haces de miofilamentos con densidades focales en el
medio intracelular, fibras de fibronectina en el medio extracelular que
en algunos casos asemeja a una lamina basal y transmembranalmente,
complejos de integrinas que anclan directamente las fibras de fibronecti-
na a la membrana plasmatica y, a través de proteinas adaptadoras, anclan
igualmente los miofilamentos a la membrana plasmatica'®>!>,

Por lo general el diagnodstico histopatologico de lesiones tumorales del
tejido blando de naturaleza miofibroblastica, se basa en técnicas de inmu-
nomarcaje de filamentos o actina que podria resultar econdmicamente
inaccesibles para al paciente. Para determinar con certeza la presencia y
grado de desarrollo del fenotipo de este tipo celular en cualquier lesion
de la que se sospeche una naturaleza miofibroblastica, se debe aplicar
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la microscopia electrénica dando especial importancia a la identifica-
cion del fibronexus?'. Sin embargo, es una técnica igualmente costosa y
que requiere de procedimientos rigurosos que relentizan la obtencion de
resultados. Por estos motivos es necesario el desarrollo de una técnica
histologica con un grado aceptable de especificidad que permita obtener
resultados confiables de forma accesible.

En nuestro laboratorio el ensayo previo de la técnica de nitrato de pla-
ta amoniacal, descrita por Max Bielschowsky, aplicada sobre muestras
de tejido conectivo permitié observar placas argiréfilas de ubicacion
subplasmalemal en células ahusadas de morfologia similar al miofibro-
blasto. Por su distribucion sugieren una homologia a las placas densas
subplasmalemales (fibronexus) descritas en la caracterizacion miofibro-
blastica bajo el microscopio electronico, motivo por lo cual procedimos a
adaptar esta técnica en muestras de capsula renal de rata cepa Wistar con
el objetivo de verificar la utilidad de la misma en la identificacion de los
fibronexus de los miofibroblastos residentes en este tejido.

Se utilizaron cinco ratas hembras de longevidad temprana de la cepa
Wistar, con pesos comprendidos entre 200 - 250 gr, provenientes de los
bioterios de la Universidad de los Andes (ULA), Mérida, Venezuela; con
acceso a comida/agua Ad libitum, respetando ciclos de 12 horas luz/os-
curidad y temperatura ambiental (23-27 °C), a partir del dia 25 de febrero
del afio 2015 realizandose asi un estudio descriptivo y prospectivo.

Se sacrificaron los cinco especimenes segiin normas de bioética para ma-
nipulacion de animales de experimentacion®, anestesiandolos con éter por
inhalacion en campana de vidrio. Posteriormente, se sujetaron todas sus
extremidades a un soporte, se realizo una incision medial en la piel del to-
rax y dos incisiones perpendiculares hacia la linea axilar anterior izquierda
y derecha respectivamente exponiendo asi la parrilla costal y el abdomen.

e Para microscopia optica

Se localizé el corazdn y se realizé un corte en la orejuela derecha para
permitir el drenaje de la sangre, seguidamente se canuld el ventriculo iz-
quierdo y mediante la utilizacién de una bomba peristaltica se administrd
solucion fisiologica (NaCl 0,9 %) durante 4 minutos hasta extraer por
completo la sangre del animal. Seguidamente se realiz6 la perfusion con
formol tamponado al 10 % durante 10 minutos. Se extrajo los rifiones
de cuatro de los especimenes post-fijandose por inmersion en la misma
solucidn fijadora durante 72 horas.

Se obtuvo como muestra segmentos de la capsula renal del polo supe-
rior de cada rindn, luego estos fueron deshidratados, aclarados en xilol,
incluidos en parafina y cortados en secciones de 2 micrometros para pos-
teriormente ser tefiidos con inmunohistoquimica e impregnados con la
variante de nitrato de plata amoniacal. Se procedio, a realizar una tincion
de control y luego la tincion de las muestras definitivas para cada técnica
mencionada.

Sobre estas muestras se agregd el medio de montaje (Martex®) fina-
lizando con la colocacion del cubre objeto. El almacenamiento de los
preparados se hace en porta laminas debidamente cerrados para evitar
exposicion a la luz.

Para el analisis morfométrico realizamos tomas de microfotografias con
camara digital modelo Microscope USB Digital Camera Moticam 2000,
marca Motic® , utilizando portaobjeto graduado con escala métrica. Las
medidas fueron realizadas a lo largo del eje celular mayor, tomando en
cuenta so6lo aquellas células en las que mas del 90% del soma fuera visible.



Variante de la Tincion de Nitrato de Plata Amoniacal Para Destacar Placas Densas (Fibronexus) del Miofibroblasto

Nitrato de plata amoniacal: Las laminas con las muestras se desparafi-
nan con xilol y se procesan con alcoholes de concentracion decrecientes
hasta terminar en agua destilada. Se calienta una solucién de nitrato de
plata al 20 % por 15 minutos [solucion (A)] y se sumergen por completo
en esta solucion, se mantiene en ella por 15 minutos a 37 °C. Transcurrido
los 15 minutos, se colocan las ldminas en agua destilada por 5 minutos.

De una solucion de hidroxido de amonio al 15,9 % [solucion (B)], se
toman la cantidad de 6mL y se adicionan a la solucion A, luego se afiaden
otros 3mL (gota a gota) de solucion B, sin las laminas adentro. De estas
mezclas se obtienen una tercera solucion [solucion (C)]. Las 1aminas per-
manecen 15 minutos en la solucion C a 37 °C. Durante la afiadidura de las
gotas se puede observar la turbidez-turbiedad progresiva de la solucion.
Luego de los 15 minutos, se extrajeron las laminas y se sumergieron en
una solucion de hidroxido de amonio al 0,25 % por 3 minutos.

Se prepara una cuarta solucion [solucion (D)]. Las laminas se extraen de
la solucion de hidroxido de amonio al 0,25 % luego de los 3 minutos y a
la solucion C se le afiade 15 gotas de la solucion D, se sumerge en esta
solucién por 5 minutos y se prepara una quinta solucion [solucion (E)]
en la que se colocan durante 5 minutos aproximadamente, al extraerlas
las lavamos en 3 cambios de agua destilada y finalmente se deshidratan
con alcoholes en concentraciones crecientes en 3 tiempos de 5 minutos
cada uno y respectivo aclaramiento con xilol en 3 tiempos de 5 minutos
cada uno.

Preparacion de soluciones:
Solucién C:
Solucion nitrato de plata al 20 %.-------------- 150ml
Hidroxido de amonio al 15,9 %--------=-mmmemmmmx 6ml

Hidroxido de amonio al 15,9 %(gota a gota)-----3ml
Solucién D:

Formol 10 % -------=-====em-meeeeuv 20,0mL
PN T R (e —— 0,5grs
Acido nitrico concentrado--------- 1 gota
Agua destilada --------------------- 100mL
Solucion E:
Tiosulfato de sodio ----------- Sgr
Agua destilada ------------- 100mL.

Inmunohistoquimica: Se utilizé anticuerpo anti alfa-actina Smooth
Muscle Actin (SMA) Concentrated and Prediluted Mouse Monoclonal
Antibody. Se realiza la union del anticuerpo primario a su epitopo es-
pecifico etiquetandose el antigeno con un anticuerpo primario, se anade
un anticuerpo secundario para unirse al anticuerpo primario y a conti-
nuacion un marcador enzimatico para enlazar el anticuerpo secundario
evidenciado por una reaccion colorimétrica.

e Para microscopia electronica

Se selecciona una rata de la cepa Wistar, despues de realizar la incision
abdominal, se extraen ambos rifiones siendo colocados en inmersion en
una mezcla 3:3 compuesta por una solucion a proporciones iguales de
glutaraldehido, formaldehido y tampon cacodilato. Luego se procedid
a realizar cortes de 90 nanometros tefiidos con osmio, contrastadas con
azul de toluidina e incluidos en resina.

RESULTADOS

Se procedid a la observacion minuciosa y el analisis integrado de todos
los preparados histologicos obtenidos. Se tomaron en consideracion los
miofibroblastos visualizados en cada campo de microscopia electronica
asi como los estudios realizados con inmunohistoquimica y la variante de
nitrato de plata amoniacal que proponemos.

Al examinar la capsula renal de ratas cepa Wistar bajo el microscopio
optico pudimos observar en el plano celular horizontal, que en la misma,
los miofibroblastos estan distribuidos formando una monocapa celular
uniforme (Figura 1A) y dispuestos a continuidad unos con otros, dicho
patrén es observado en adyacencia al parénquima renal y por toda la ex-
tension de la capsula analizada. En lo que respecta a la morfologia, fueron
seleccionados como referencia diez miofibroblastos que cumplieron con
los criterios antes mencionados y se demostraron como células aplanadas
con un tamafio promedio comprendido entre 60-70 um (Figura 1B), se
observod un nicleo ovalado, prominente y eucromatico.

La técnica de inmunomarcaje contra alfa actina permitio evidenciar en es-
tas células cuerpos intracitoplasmaticos positivos para el marcador y pla-
cas subplasmalemales intensamente tefiidas (Figuras 1C y D). Al emplear
en los preparados la variante de la técnica de nitrato de plata amoniacal, se
observo en los miofibroblastos la impregnacion de placas argirofilas sub-
plasmalemales bien definidas (Figuras 2A y B). Mediante la técnica de
microscopia electronica se destaca la presencia de placas densas de ubica-
cion subplasmalemal (Figura 3) que corresponderian a la especializacion
transmembranal caracteristicas de los miofibroblastos, el fibronexus.
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Figura 3. Microscopia electronica de transmision. Corte tangencial de un
miofibroblasto en el que se logra apreciar la presencia de dos placas densas
subplasmalemales (flechas) en distintos cortes, que se corresponden con el
fibronexus.

DISCUSION

Las técnicas de impregnacion argéntica utilizan sales de plata para la
identificacion de elementos especificos del tejido que poseen moléculas
con gran cantidad de grupos reductores®. El proceso generalmente con-
siste en sensibilizar al tejido para exponer o activar los sitios reductores.
Posteriormente, se realiza la impregnacion que aporta iones de plata.

Estos iones contenidos en solucidn son incoloros y requieren de un pro-
ceso final de reduccion exogena para formar precipitados en forma de
plata elemental o metalica justo en el sitio de reduccion y por lo tanto en
el sitio del grupo reductor’. Estos depositos de plata metalica son los que
producen la coloraciéon observada al microscopio y dependiendo de la
cantidad y tamafo de estos depositos, presentaran un rango de color que
va del marrén al gris-negro®%.

La técnica de nitrato de plata amoniacal fue desarrollada por Max
Bielschowsky originalmente para teiiir fibras del tejido nervioso>. Pos-
teriormente se ha desarrollado infinidad de modificaciones de esta técni-
ca en un intento de estandarizar los resultados.

En nuestro laboratorio utilizamos una variante de esta técnica y la apli-
camos sobre tejido conectivo de la capsula renal de ratas cepa wistar, en
un proceso que asemeja la obtencion de negativos fotograficos posterior
al revelado del rollo o pelicula fotografica.

En primer lugar las laminas son sumergidas en una solucion de Nitrato
de Plata (AgNO,) la cual aporta iones de plata simples (Ag+) que van a
sensibilizar al tejido exponiendo o activando los sitios reductores. Es-
tos iones reaccionan con los grupos reductores presentes en el tejido y
forman pequefios focos submicroscopicos de plata metalica o puntos de
nucleacion para subsecuentes depdsitos de plata.

Estos pequenos depositos de plata metalica invisibles al microscopio son
equivalentes a la “imagen latente” que se forma en una pelicula fotografi-
ca justo al momento en que se toma la fotografia?>?** Cuando la luz incide
sobre una emulsion con cristales de bromuro de plata (AgBr) y sulfuro
de plata (Ag,S) presentes en la pelicula fotografica, genera la activacion
del AgBr, es decir, la disociacion en forma ionica de plata (Ag+) y bromo
(Br-). Este ultimo libera un electron, quedando en su forma elemental
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(Br) para luego asociarse formando bromo molecular (Br,), el electron
liberado por el bromo es captado por el sulfuro de plata y queda cargado
negativamente lo que atrae y acumula los iones de plata formando asi la
“imagen latente” que es invisible porque requiere un proceso de revelado
que reduzca esos iones de plata a su forma metalica®.

A continuacion, se agrega hidroxido de amonio a la solucion y se forman
iones complejos de diamina de plata [Ag (NH,),]+ una serie de reaccio-
nes como las siguientes®:

(2) 2AgNO, + 2NH,0H = Ag,0 + 2NH,NO,+ H,0
(b) Ag,0 + 4NH,OH = [Ag (NH,),] OH + 3H,0
(c) [Ag (NH,),}+, O, NH,", OH

En (a) observamos como el nitrato de plata reacciona con el hidroxido
de amonio y forma 6xido de plata que precipita y nitrato de amonio, éste
ultimo se disocia en iones amonio y nitrato (c), la forma en que realmente
se encuentran disueltos en solucion.

En (b) observamos como el 6xido de plata formado en la reaccion previa
reacciona con el hidroxido de amonio formando un complejo diamina de
plata-hidroxilo que igualmente se disocia y pasa a completar el conjunto
de iones que conforman la solucion (c)®.

El ion diamina de plata es el componente principal del Reactivo de To-
llens, el cual es utilizado en la deteccion de grupos reductores como los
aldehidos. Debido a que la diamina de plata es un agente oxidante y al
reaccionar con el grupo a detectar, se reduce a plata metalica.

La diamina de plata en solucion reacciona con los grupos reductores ex-
puestos o activados durante la sensibilizacion del tejido en un proceso
que se llama impregnacion, estos iones complejos de diamina de plata
[Ag(NH,),]+ son mas susceptibles a ser reducidos que los propios iones
simples de plata (Ag+), de modo que se genera una importante ampliacion
de los focos iniciales de plata metalica?®. Sin embargo, como comproba-
mos en nuestro laboratorio, aun no es posible distinguir correctamente
que estructuras celulares o tisulares son las poseedoras de los grupos re-
ductores.

Posteriormente, a esta solucion de nitrato de plata amoniacal agregamos
varias gotas de una solucién desarrolladora cuyo principal componente
es el formaldehido, un agente reductor exégeno al tejido, que reduce los
iones de plata contenidos en la solucién y en los puntos de nucleacion.
Ademas, forma depdsitos coloidales de plata metalica.

Los pequeiios focos o puntos de nucleacion juegan un papel importante
en esta reaccion ya que son ellos los que catalizan la formacion de esos
depositos coloidales de plata hasta el punto en que se hacen visibles al
microscopio optico®.

Es posible hacer una analogia con el proceso de obtencion de negativos
fotograficos puesto que luego de obtener una “imagen latente” invisible
en la pelicula fotografica procedemos a revelar esa imagen utilizando
soluciones compuestas generalmente de derivados del benceno como la
hidroquinona un importante agente reductor que donara electrones a los
iones de plata acumulados alrededor de las moléculas de sulfuro de plata,
reduciendo éstos a su forma metalica y revelando asi la imagen latente
del negativo fotografico®’.

En el paso final de la técnica, los tejidos son sumergidos en una solucion
que contiene tiosulfato de sodio. Este reactivo elimina todos los residuos
de plata no reducida ya que ésta, lentamente y con el paso del tiempo,



se ird reduciendo por accion de la luz, lo cual puede generar artificios
indeseables en las laminas®.

Es importante no confundir las impregnaciones argénticas con las tin-
ciones argentafines y argirdfilas ya que el fundamento es distinto, las
segundas no requieren que el tejido sea previamente sensibilizado.

Las tinciones argentafines se fundamentan en el hecho de que algunos
grupos quimicos ubicados en las distintas estructuras del tejido tienen
la capacidad de reducir los iones de plata cuando ésta se encuentra en
soluciones basicas. Esta reduccion de los iones de plata resulta en el de-
posito de plata elemental metalica justo en el sitio de la reduccion y por
consiguiente en el sitio donde se ubica el grupo reductor®.

Las tinciones argirofilas se fundamentan en que ciertas estructuras del
tejido absorben rapidamente iones de plata provenientes de las solucio-
nes con sales de plata en que son sumergidas las ldminas. El fundamento
histoquimico atn no ha sido del todo esclarecido. Sin embargo, varios
estudios indican que algunas proteinas ricas en histidina estan implica-
das en esta absorcion y la reaccion depende muy probablemente de las
interacciones fisicoquimicas débiles entre estructuras tisulares y las solu-
ciones de plata acidas o basicas.

En las reacciones argirofilas, luego de que se han absorbido los iones
de plata, se requiere de la conversion de éstos desde su forma idnica a
su forma elemental metalica. Proceso que se realiza a través de agentes
reductores exdgenos®:%.

Al aplicar la técnica en preparados de capsula renal observamos (Tabla 1)
una organizacion citoarquitectonica a manera de dos capas: la mas externa
predominantemente constituida por fibras con fibroblastos ocasionales y
la mas interna predominantemente celular constituida por una monocapa
uniforme de miofibroblastos nativos, correspondiente a lo referido en la
literatura®.

Tabla 1. Morfologia caracteristica de los miofibroblastos de acuerdo a las distin-
tas técnicas aplicadas
Tincién: Inmuno Microscopia Nitrato de plata
histoquimica. Electronica. amoniacal.
Identifica- Células fusiformes C¢lula fusiforme. Células fusifor-
cién alargadas, placas Prominente reti- mes alargadas.
inmunomarcadas de  culo endoplasmico  Placas argirdfilas
ubicacion rugoso y aparato subplasmalema-
subplasmalesmales. de Golgi. Placas les. Nucleo ovala-
Nucleo prominente.  densas subplasma-  do y prominente.
lemales.
Disposicion A continuidad, una No se aprecia A continuidad,
al lado de otra. una al lado de otra
Dimensio- 60-70 pm 60-70 pm 60-70 um
nes
Distribu- En una monocapa No se aprecia En una monocapa
cién celular uniforme. celular uniforme.

Es habitual que los miofibroblastos posean forma ahusada o estrellada en
el conectivo'!, un hecho relevante en nuestros estudios es que los en-
contrados en la capsula renal de ratas cepa Wistar poseen una morfologia
aplanada, disponiéndose predominantemente en continuidad (Figura 1).
Al realizar las medidas de las células se encontrd que las mismas poseen
una longitud aproximada de 60-70 um (Figuras 2-3).

Al emplear la variante de la técnica de nitrato de plata amoniacal en las
muestras. Observamos la impregnacion de placas argirofilas subplasma-
lemales (Figura 2) que pudiesen correlacionarse con las placas densas

observadas en dichas células mediante la microscopia electronica de
transmision (Figura 3) y las placas inmunomarcadas con técnicas de in-
munohistoquimica (Figuras 1B, C y D). Estas placas se corresponderian
con el fibronexus, como se menciono anteriormente, es caracteristica ul-
traestructural y tipifica a los miofibroblastos'®; resultando asi la variante
de la técnica de nitrato de plata amoniacal en una impregnacion selectiva
de estas células.

Demostramos que la impregnacion de estas placas argirofilas con la variante
de la técnica de nitrato de plata amoniacal se observa, al compararla con
otras técnicas de microscopia optica, con una nitidez superior, un mayor gra-
do de delimitacion en sus bordes. Ademas, una importante disminucion en
el ruido de fondo. No esta claro que componentes del fibronexus serian los
impregnados con la variante de la técnica de nitrato de planta amoniacal.

Otra caracteristica a resaltar, es el hecho de que son solo los miofibro-
blastos las células que presentan placas argirofilas subplasmalemales al
aplicar la variante de la técnica de nitrato de plata amoniacal. Esta ca-
racteristica diferencial nos permitiria proponerla como herramienta para
identificar estas células, y participar del diagnostico en entidades patolo-
gicas donde estén involucrados.

Debido a lo restringido que puede llegar a ser el uso de la microscopia
electronica, en la actualidad es empleada la inmuhistoquimica como téc-
nica de rutina para la identificacion de los miofibroblastos. Sin embargo,
como anteriormente fue mencionado, esta técnica reclama multiples va-
riables, y en ocasiones dificultades para su acceso. Proponemos la varian-
te de nitrato de plata amoniacal como una opcién por su facilidad de ma-
nejo, el comodo acceso de sus componentes y por su relativa economia.

Determinamos que la variante desarrollada en nuestro laboratorio de la
técnica de nitrato de plata amoniacal descrita por Max Bielschowsky
tiene utilidad en la identificacion de placas densas de ubicacion subplas-
malemal conseguidas en la morfologia miofibroblastica. Sin embargo, se
requiere aun de una profunda investigacion para establecer a cabalidad el
auténtico fundamento molecular por el cual se tifien selectivamente es-
tas estructuras. Ademas, se debe ensayar la técnica desarrollada en otros
tejidos, especialmente en aquellos provenientes de procesos patologicos
para lograr determinar su reproducibilidad y adaptacion de ésta al area
de histopatologia.

Al Departamento de Ciencias Morfologicas, Unidad de Histologia de la Facul-
tad de Medicina de la Universidad de Los Andes, especialmente al técnico Edgar
Laguna por su apoyo en el desarrollo de este trabajo y al Centro de Microscopia
Electronica “Dr. Ernesto Palacios Prii” de la Universidad de Los Andes, especial-

mente a la doctora Zulma Pefa.
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