MICROSCOPIA FLUORESCENTE
EN BLOQUES CELULARES®

Hecror Marguez ML** Dra. PaTricia ALonso®**®

La iniciacidn de la microscopia (louroscente con ana-
ranjado de acridina en citologia exfoliativa por Ber-
talaffny y colaboradores' * se basa en la uncidn sc-
lectiva del dcido nbonucleico de las eélulas con gran
actividad de sintesis proteica como lo son las células
lumorales.

La coloracion obtenida con la acridina anaranja-
da, es anaranjada a roja, cn presencia de contenido
alto de dcido rbonucleico y a un pH dcide.

Este método ha tenido amplia confirmacién segiin
lo demuestran los estudios de Dart v Turner?, Ele-
vitch vy Brunson®, Liu', Mirquez v Navarro’.

El usa del método de la microscopia Nuorcscen-
te también ha sido utilizade venlajosamente  por
Braunstein vy Adrnano® para la tincion de  bacilos
acido alcohol resistentes con auramina en prepara-
ciones de parafina; ademis se¢ ha utlizado en estu-
dies de inmunohistoquimica en secciones de tejidos
frescos,

En el presente trabajo se aplica el método ya des-
crito a secciones de paraling, de colecciones cclula-
res obtenidas de derrames de cavidades serosas, pa-
ra valorar la utlidad en el diagnéstico de células
neoplisicas.

MATERIAL Y METODO

De los archivos de la Unidad de Patologia del
Hospital General se obtuvicron 14 casos de neopla-
sias malignas con metistasis a peritoneo v pleura,
que se diagnesticaron por citologia exfoliativa v me-
diante la concentracién ¢ inclusién celular en para-
fina para preparaciones histologicas, Estos  bloques
s¢ claboraron mezclando partes iguales del [lqmdﬂ
problema y formel al 40% ; ¢l sedimento siguid su
elaboracién como tejido, incluyéndose en parafina,
IJe esta manera se obtuve mavor concentracidn en
¢l namero de células o bien la totalidad de las mis-
mas. En todos los casos hubo confirmacién histols-
gica ulterior por medio del estudio de una biopsia
o bien de la autopsia correspondicnte,

A manera de controles, se tomaron 10 bloques ce-
lulares con diagnéstico citolégico negative, pero que

* Leido en el 111 Congreso Latineamericano de Ana-
tomia Patolégica, Medellin, Colombia, Diciembre de 1961,

** Umidad de Patologia, Hospital General, México 7.
D. F.
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habian sido problemas en el diagnédstico rutinario
con la unedn de Papamcolaou v la tincidn de he-
matoxilina v cosina, por las aupias encontradas en
las células mesoteliales v que contaban también con
comprobaciom  histoldgica postenor. Estos casos co-
rrespondieron a enfermos con  cirrosis hepdtica u
otros padecimientos que produjeron ascitis o derra-
mes de naturaleza irmitativa no tumoral v oen los
cuales habia abundantes elementos celulares.

Para la determinacién de contenido en dcido ri-
bonucleico que permitiera una coloracién apropia-
da se usaron como controles secciones de pancreas
normal.

De los blogues celulares problema v de los contro-
les se hicieron dos cortes en continuidad (5 micras)
suponicndo que de esta manera se lograba una dis-
tribucién  homogdénea en ambas secciones. Una de
cstas secciones fue tefida por el método de anaran-
jado de aendina, siguicnde las indicaciones de Dant
v Turner®, con una modificacion consistente en utili-
sar un pll de 4.3, en lugar de el de 3.8 preconizado
por les autores mencionados v la segunda  seccion
por hematoxilina y cosina. Ademas, después del es-
tudio de fluorescencia las preparaciones fucron des-
teniidas vy se colorcaron con hematoxilina y eosina
Para nucvo estudio,

Se utilizd un microscopio Reichert (Esquema 1),
dotado de limpara de vapor de mercurio de 200 w,
v un Lltro Jena BG 12 sc interpuso entre la limpa.
ra de vapor de mercurio v el microscopio para ob.
tener longiudes de onda de 360 a 480 mmu, otro
filtro tipo Jena OG | se interpuso entre ¢l objetivo
y los oculares para permitir ¢l paso de longitudes
de ondas superiores a 500 mmu v absorber las ra-
diaciones de excitaciin que pasan por el filtro ini-
cial después de pasar por el frous, dando asi un fon.-
do oscuro y Tmrmllwncln ¢l paso de la [luorescencia
cmitida por las células, Las mncrofotografias fueron
tomadas con pelicula Kedachrome F ASA 10 con
cxposiciones de 2 a 3 minutoes.

RESULTADOS

De los 11 casos estudiados 9 correspondieron a
liquido de ascitis v 3 a liguidos de derrame pleural.
Los diagndsticos anatdmicos fucron: dos casos de
carcinoma primario de higado, dos casos de adeno-
carcinoma metastisico en ovario, dos casos de se-
minoma, un ¢aso de carcinoma testicular embriona-
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Fig. 1. Moque celular de liguido plearal pomitivie, S
e cehlas con coloracdn amarilla ddel qi-u.l;:ldu,,,,

fig. = Bloque celular de liguido plearal positive, ademds de la coloracion on
nuclealo v en el halo perinuclear dado pov el contenido en dcido ribonacleion,
pucide olservar o morfolsgis coluila

wl Fig. 3 Bloque celular e Hguido pleural  negativo
L Tiogue proldema’™, en el fue se observan las etlulas
teilies s selectivamenic como en Doy coisos Anieioree
e color amarillento,
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Esquema 1. FEsquema del aparato usado.

rio, un caso de carcinoma de ovario, un caso de dis.
perminoma, un caso de cistadenocarcinoma papilar
del ovario, dos casos de carcinoma gastrico, un €aso
de carcinoma mamario v un caso de carcinoma pros-
Litico.

Como se¢ ha dicho, ¢l diagnéstico s¢ hizo inicial-
mente en frotis y blogues celulares tenidos por ¢l
método de Papanicolacu y hematoxilina y cosina
respectivamente, en cllos la morfologia de las célu-
las fue sugestiva de corresponder a clementos tumo-
rales malignos, sin embargo, en este tipo de estudios
con frecuencia sc  encuentran células  mesotchales
con atipias marcadas que pueden dar confusién con
células neoplasicas.

En la uncién de acnidina anaranjada los clemen-
108 tumorales muestran una coloracién rojiza o ana-
ranjada del citoplasma, la cual estd relacionada con
Ja mayor actividad de sintesis proteica, por la cleva-
da concentracién de dcido nbonucleico y por la mis-
ma caracteristica que presentan las oflulas tumorales.
Los elementos no tumorales toman una coloracién
verde clara en el citoplasma, ademds los detalles
morfolégicos [icilmente observables en las tinciones
de rutina se suman a la coloracibn va mencionada
y hacen mas facil el diagnéstico.

Todas las ctlulas ncoplisicas de los 14 casos cs-
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tudiados mostraron coloracién  rojiza  anaranjada
en ¢l citoplasma y en el nicleo. Su observacion fue
rapida y se distinguicron con facilidad de las célu-
las mesotcliales atipicas del grupo control,

Este método se considera como un adelanto en el
diagndstico de los  clementos tumorales, la simple
morfologia utilizada eomo indice de valor objetivo
ocupa un segundo lugar ya que se utiliza la tincibn
sclectiva de las células ncoplisicas debida a su me-
tabolismo proteico aliwerado. Es indudable que la
histeqquimica como mélodo preciso es valedero v dis-
crimina facilmente las variantes morfol6gicas de las
células normales.

(Fotos: 1, 2y 3)

CONCLUSIONES

El méode de la microscopia [luorescente es un
auxiliar valioso y de manejo simple en el diagnosti-
co de las células wumorales en liguidos de derrames
serosos, en donde la simple morfologia no da los da-
tos suficientes para poder diferenciarlas de las célu-
las atipicas no tumorales.

Este método sencillo esti al alcance de cualguier
laboratorio que cuente con el equipo especial.
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