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Resumen: El pancreas es un érgano compuesto de dos partes, una endocrina y otra exocri-
na. En este estudio se trata de comparar distintas técnicas histoquimicas con las que preten-
demos distinguir los distintos tipos celulares del pancreas endocrino y comprobar, de este mo-
do, la efectividad de las mismas y su aplicacidn practica en el pancreas de conejo.

Palabras clave: pancreas, islotes de Langerhans, tincion de Gomori.

Resumo: O pancreas é un 6rgano composto de duas partes, unha exocrina e outra endocri-
na. Neste estudio tratase de comparar distintas técnicas histoquimicas coas que se pretende
distinguir os distintos tipos celulares do pancreas endocrino e comprobar, desta maneira, a
efectividade das mesmas, e a sUa aplicacidon no pancreas de coello.

Palabras chave: pancreas, illotes de Langerhans, tincion de Gomori.
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INTRODUCCION

El higado y el pancreas son glandulas mix-
tas asociadas al sistema digestivo. En el
higado la palabra mixta hace referencia a
las dos funciones, exocrina y endocrina, en
la misma célula. El pancreas, sin embargo,
presenta una parte exocrina con una impor-
tante similitud estructural con las glandulas
salivales (concretamente con la par6tida) y
una parte endocrina, denominada en verte-
brados como islotes de Langerhans, donde
distintos tipos celulares vierten su secrecion
a la sangre.

Durante la morfogénesis embrionaria se
originan tres esbozos endodérmicos en la
region pospildrica inicial, uno de ellos es
dorsal y los otros dos proceden de la parte
ventral de la pared del intestino. S6lo una
parte del esbozo dorsal tiene valor respecto
a su destino como células endocrinas. La
otra parte del esbozo dorsal y la totalidad de
los dos ventrales se emplea en la génesis
de la parte exocrina. Posteriormente las dos
formaciones se fusionan, pero la distribucion
de los acumulos endocrinos con respecto a
la parte exocrina nunca es homogéneo, sino
que se condensa en areas preferentes y
representa alrededor del 1 al 2% del volu-
men total del pancreas. En algunos mamife-
ros, como es el caso del conejo, el pancre-
as, aunque es mixto en su composicion,
esta disperso en multitud de nodulillos mi-
croscopicos en el seno del mesenterio, lo
que le proporciona un aspecto lactescente.
En el resto de los vertebrados constituye un
cuerpo solido de textura nodular, con un
estroma conjuntivo bastante firme y una par-
te glandular de mucha menor consistencia
(Carrato y Fernandez, 1987).

El componente exocrino es una glandula
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compuesta con un sistema de conductos
que desembocan en el duodeno. Las células
glandulares se encargan de sintetizar y se-
cretar enzimas indispensables para la diges-
tion.

Los islotes de Langerhans estan formados
por cordones de células que estan rodeados
por una profusa red de capilares fenestra-
dos (Ross y Pawlina, 2007). Mediante tincio-
nes convencionales como la hematoxilina-
eosina no es posible distinguir los diversos
tipos celulares de los islotes. Sin embargo,
métodos histoquimicos especificos han per-
mitido identificar los tres tipos principales de
células: A (alfa, a), B (beta, B) y D (delta, d).

Las células a suelen estar situadas en la
periferia de los islotes. Tienen granulos de
secrecion de glucagdn en su citoplasma, ya
que secretan dicha hormona.

Las células B son mas abundantes que las
a y estan situadas en el centro del islote.
Secretan insulina y sus granulos de secre-
cion son grandes (300 nm) con un ndcleo
poliédrico que se cree que es insulina crista-
lizada.

Las células & también estan en la periferia
del islote, pero son menos frecuentes que
las a. Secretan somatostatina y sus granu-
los son méas grandes que los de las células
ayB.

La aplicacién de las técnicas histoquimicas
al estudio de los tipos celulares pancreaticos
se remonta a 1907, cuando Lane consiguio,
mediante su técnica de genciana neutra,
identificar en islotes de pancreas de cerdo
de guinea dos tipos de células. Las células
o y B diferian en las reacciones que tefiian
sus granulos, observando que estas Ultimas
eran las mas abundantes, ya que constitu-

fan el 75% de las células insulares.



Mas tarde, en 1931, Bloom tifi6 de forma
diferenciada con la técnica de Azan otras
células poco numerosas llamadas células d.
Estos tres tipos de células fueron descritas
por Thomas en 1937 en casi todos los
mamiferos, con una aparente uniformidad
histolégica, salvo diferencias en la posicién
y proporcion dentro de los islotes. Thomas
también sefialé la presencia de otro tipo de
células llamadas C, que fueron encontradas
en el cobayo y el conejo (para revision ver
Barrington, 1951). Gomori, en 1941, emple-
ando la aldehidofucsina como colorante,
consigui6 tefiir especificamente las células
B, tomando éstas un color purplreo median-
te la llamada “Tincién con aldehido de fucsi-
na de Gomori”. Posteriormente, esta técnica
para las células B fue modificada por distin-
tos autores. Con el método de Mallory-Azan
de Heindenhain era posible identificar os
tres tipos celulares: las células a se tefiian
de rojo, las células B lo hacian de pardo
anaranjado y las 0 de azul.

El objetivo del presente trabajo es la com-
paracion de las distintas técnicas histoquimi-
cas descritas para distinguir los diferentes
tipos celulares del pancreas endocrino y
comprobar, de este modo, la efectividad de
las mismas y su aplicacion practica en el

pancreas de conejo.

MATERIAL Y METODOS

En este estudio se ha utilizado el pancreas
de un conejo joven hembra. Pequefios frag-
mentos de pancreas se fijaron por inmersién
en dos tipos de fijadores, formol tamponado
al 10% vy liquido de Bouin, durante dos dias
a temperatura ambiente. Tras la fijacion se
lavaron las muestras en agua corriente du-

rante una hora para eliminar los restos de
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fijador; posteriormente se deshidrataron me-
diante una serie de alcoholes crecientes
(70°, 96°, 100°) y se aclararon con dos ba-
filos de xilol necesarios para la impregnacion
en parafina. La inclusién en esta sustancia
se realiza con 3 cambios en parafina liquida
hasta llegar a ser pura y se realiza el bloque
con otra parafina limpia. Se prepara un blo-
que, que una vez enfriado, se corta en mi-
crotomo minot a 5 micras de espesor. Los
cortes son recogidos en portas gelatinizados
para mejor adherencia de la muestra y se
secan en placa caliente a 37°C. Permane-
cen en estufa a la misma temperatura hasta
el dia siguiente, cuando se tifien con los dis-
tintos métodos que se describen a continua-
cion:
Tincion de hematoxilina-eosina
Protocolo:
1. Desparafinar mediante dos bafios de
xilol de 10 min.
2. Hidratar los cortes mediante bafios de
alcoholes de graduacion decreciente.
Lavar finalmente en agua destilada.
Tedir con hematoxilina de Carrazzi

durante 10 min.

5. Lavar en agua corriente aproximada-
mente 1 min.

6. Tefir con eosina acuosa durante 4
min.

7. Pasar los cortes en alcohol de 70° 1
min.

8. Deshidratar, aclarar en xileno y mon-
tar.

Resultados: Nucleos azules y citoplasmas
rosas.

Tincién de Azan de Gomori (segun Mar-
toja y Martoja-Pierson, 1970)

Protocolo:

1. Desparafinar e hidratar las secciones.
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2.

10.
11.

12.

Oxidar con la mezcla de Gomori de
30salmin.

Tras un lavado rapido con agua desti-
lada se blanquean los cortes con hi-
sulfito sddico al 2% o con acido oxali-
co al 4% en agua destilada durante
10 s.

Lavar en agua corriente y después en
agua destilada.

Tefiircon azocarmin G a 60°C duran-
te 1l h.

Diferenciar ligeramente las secciones
con alcohol de 70° — anilina al 1%.
Detener la diferenciacion con alcohol
acético 30 s. La permanencia de los
cortes en alcohol acético puede pro-

longarse considerablemente.
Lavar en agua destilada.

Mordentaje con acido fosfotiingstico
al 5% en agua destilada durante 30
min. De esta manera se preparan las
secciones para la tincién con el azul
de Heidenhain, a la vez que contindia
diferenciando el Azocarmin, por lo
que la diferenciacibn en alcohol-
anilina serd tanto mas corta cuanto
mas largo tenga que ser el tiempo de
permanencia en el mordiente.

Lavar en agua destilada.

Tedir con azul de anilina- Orange G
segun Heidenhain durante 30 min.
Pasar directamente a alcohol de 100°,

aclarar en xileno y montar.

Resultados: Nicleos rojos y citoplasmas o

rojos o amarillo-grisaceos. Las células de

tipo a se tifien de rojo y las B quedan viole-

tas.

Tincién Azan de Gomori (segun Gabe,

1968)

Protocolo:

34

1.
2.

10.
11.

12.
13.

14.

Desparafinar e hidratar.

Oxidar durante un minuto aproxima-
damente con la mezcla de permanga-
nato potésico — cido sulfdrico.

Lavar con agua del grifo.

Decolorar con la solucién acuosa al 2-
5% de metabisulfito de sodio.

Lavar con cuidado (unos 10 min) con
agua corriente.

Colorear durante 16 horas aproxima-
damente en estufa a 60°C con la solu-
cibn acuosa saturada de Azocarmin
G.

Lavar en agua destilada.

Diferenciar rapidamente en alcohol
anilina, segun la férmula de Heiden-
hain.

Dejar las muestras aproximadamente
un minuto en el alcohol acético segun
la formula original.

Lavar en agua destilada.

Mordentar con una soluciéon acuosa
de &cido fosfotingstico al 5% 30 mi-
nutos.

Lavar en agua destilada.

Tefiir con azul de anilina- Orange G
segun Heidenhain 30 minutos.
Deshidratar directamente en alcohol

absoluto, aclarar y montar.

Resultados: Las células a se tifien de rojo

intenso y las células B presentan una ten-

dencia hacia la cianofilia por el azul de Hei-

denhain

Tincién de Azan de Heidenhain (Segun
Kiernan, 2002)
Protocolo:

1.

Desparafinar en bafios de xilol e
hidratar.
Tratar las secciones en la solucion de

Azocarmin G a 55°C durante 1 h, con-



10.

11.

trolando que la temperatura no pase
de los 60°C.

Lavar con agua de grifo unos segun-
dos para quitar el exceso de colorante
y sus particulas solidas.

Lavar 2 veces en agua destilada.
Poner un portaobjetos de prueba en
el liquido diferenciador alcohol-anilina
agitando con cuidado. Controlar el
tiempo que tarda en desaparecer el
color rojo y, aproximadamente des-
pués de 1 min, pasar las secciones a
agua destilada. Si al microscopio 6pti-
co se observan los nucleos rojos y el
fondo rosa, seguimos con la técnica,
en caso contrario volver a pasar por la
anilina y reexaminar. Este portaobje-
tos de prueba es muy importante para
calcular el tiempo optimo de diferen-
ciacion.

Poner los demés portas en la anilina
dandoles el tiempo calculado antes y
pasarlos al alcohol acético un minuto
(este tiempo se puede alargar sin pro-
blemas).

Mordentar las secciones con una so-
lucién de acido fosfotingstico al 5%
durante 30 min.

Lavar con agua acidificada y mirar al
microscopio. Si el colageno esta de
color rosa hay que volver a poner la
muestra en el mordiente otros 30 min,
con lo que esta etapa se puede alar-
gar hasta 2 h.

Teiir las secciones con azul de Hei-
denhain durante 1 h.

Volver a lavar con agua acidificada
entre 15y 30 s, con agitacion.
Deshidratar directamente con alcohol

de 100°, aclarar y montar.
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Resultados: Nucleos rojo intenso y cito-
plasmas anaranjados granulares.

Tinciéon Azan-Mallory-Gomori

La denominamos asi porque partimos de la
tincion Azan de Gomori suprimiendo la oxi-
dacién con la mezcla permanganato potasi-
co-acido sulfurico (mezcla de Gomori). Des-
pués de realizar numerosas variantes de la
técnica los mejores resultados los hemos
obtenido con los siguientes cambios:

Variante 1 “Azan-Mallory”

1. Suprimir la oxidacion con la mezcla
de Gomori.

2. Aumentar el tiempo de mordentaje a
45 min.

3. Usar la solucién de Mallory durante

30 min en lugar del Azan de Heinde-
hain.

Variante 2 “Azan-Heidenhain”

1. Suprimir la oxidacion con la mezcla
de Gomori.
2. Usar agua caliente a 37°C para lavar

después del azocarmin.

3. Diferenciar en pasos, es decir, sumer-
giendo en 10 ocasiones sucesivas el
portaobjetos en el diferenciador.

Usar como mordiente la sal de Mohr.

5. Tefiir finalmente con el azul de Hein-
denhain.

Resultados: las células a aparecen con
ndcleo rojo intenso y citoplasmas anaranja-
do fuerte, las células B presentan nucleo y
citoplasma del mismo color pero mucho me-
nos intenso.

Tincién rojo nuclear y tetracromico VOF
(Segun Gutiérrez, 1967, 1990; Sarasquete y
Gutiérrez, 2005)

Protocolo:
1. Desparafinar e hidratar las secciones.
2. Tefiir con una solucion de rojo nuclear
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durante 3 min.
Lavar con agua destilada.
Tefiir con una solucion tetracromica
(VOF-GS) que contiene verde luz,
orange G y fucsina acida, durante 3-5
min.
5. Deshidratar, aclarar y montar.
Resultados: Aparecen los nucleos rojos,
los citoplasmas exocrinos violaceos y los

endocrinos azulados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Como era previsible, la técnica de hema-
toxilina-eosina nos permite diferenciar facil-
mente entre la parte endocrina (islotes de
langerhans) y la parte exocrina (acinos pan-

creaticos) del pancreas de conejo (Fig. 1).
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Fig. 1. Pancreas de conejo tefiido con h/e. La parte
endocrina mas clara forma los islotes de Langerhans

dispersos entre los acinos exocrinos.

Sin embargo, todas las células de los islo-
tes presentan el mismo aspecto morfoldgico.
Células grandes de citoplasma abundante y
nacleos redondeados situados en posicién
central.

El siguiente método Azan-Gomori descrito
por Martoja y Martoja-Pierson (1970) nos
muestra resultados diferentes dependiendo
del fijador utilizado. El uso de formol al 10%
marca los ndcleos de la mayor parte de las
células de rojo, siendo de color anaranjado
en una pequefia proporcion.

Algunas células situadas preferentemente

en la periferia del islote aparecen con granu-
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laciones anaranjadas en su citoplasma (Fig.
2) que se corresponden con las descritas
por Martoja como de tipo a. Aunque este
autor diferencia con este método las células
de tipo B, nosotros no conseguimos ningun
tipo de tincién. Este es el Unico caso en que
con el formol obtuvimos mejores resultados.
Sin embargo, Martoja y Martoja-Pierson
(1970) describen los mismos resultados in-
dependientemente del fijador.
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Fig. 2. Pancreas endocrino tefiido con Azan-Gomori

segun Martoja y Martoja-Piersen y fijadas con formol.
Las células con citoplasma anaranjado se corresponde-
rian con las de tipo a.

Estos resultados contrastan con los obteni-
dos usando como fijador el liquido de Bouin
en donde no aparece ningun tipo de tincién
en los islotes (Fig. 3). Similares resultados
negativos obtuvimos con las técnicas de
Azan de Gomori segun Gabe (1968) y el
Azéan de Heindenhan (Kiernan, 2002).

De las tres técnicas anteriores los resulta-
dos mas satisfactorios los encontramos en
el Azan de Gomori segun Martoja y como

Fig. 3. La misma técnica que la anterior pero usando
como fijador el liquido de Bouin, el islote de Langerhans

aparece negativo.
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fijador de eleccion el formol al 10%. Sin em-
bargo, y a pesar de ser los mejores resulta-
dos, no nos parecieron nada espectacula-
res, por lo que comenzamos a realizar malti-
ples variantes sobre la técnica. Curiosamen-
te, al suprimir el uso de la mezcla oxidante

de Gomori no daba buenos resultados y nos

acercaba a la técnica Azan de Heindenhain,
-Heindenhain”. Se distinguen los tres tipos de células: las a
descrita por Kiernan y que previamente re- teflidas de naranja, las 8 de gris claro a blanco y las &

sultaba negativa. estan tefiidas de gris oscuro pero son muy escasas.

Dos variantes que hemos introducido sobre

esta técnica se especifican en Material y ndcleos densos y citoplasmas azul intenso y
Métodos ofreciendo mejores resultados que las células B con nicleos grandes y claros, y
la original. La primera la denominamos Azan citoplasmas claros con granulos.

-Mallory, ya que el cambio radica en el uso Podemos concluir que, de todas las tincio-
de la solucion de Mallory por el azul de nes aplicadas o testadas, la variante 2 reali-
Heindenhein. Los resultados se muestran en zada sobre la tincion Azan de Heindenhain

la Figura 4. es la que ofrece mejores resultados para

distinguir los tres tipos celulares descritos en
el pancreas endocrino. El tetracromico de
Gutiérrez y el Azan-Mallory presentan tam-
bién un resultado 6ptimo para diferenciar las

células a de las B.
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Fig. 4. Pancreas endocrino tefiido con la variante 1 “Azan

-Mallory”. El citoplasma de las células a se tifien de naranja

fuerte, las de las células B de naranja claro.

Las células a aparecen mayormente en la

periferia del islote con un citoplasma fuerte-

mente granular y anaranjado; las celulas

. . Fig. 6. El tetracrémico de Gutiérrez permite distinguir
se muestran con un C|toplasma anaranjado )
entre las células a tefiidas de azul oscuro y las 3 de color

claro. En la segunda variante se cambia el azul claro.
agente mordiente manteniéndose el azul de
Heindenhain. En este caso, ademas, pode-
mos observar unas pequefias células esca-
sas de citoplasma gris oscuro que podrian
ser las células de tipo & (Fig. 5).
Otra técnica con buenos resultados es el
tetracrémico de Gutiérrez (Fig. 6), con el

que podemos observar las células a con
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