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USO DE LA NITROCELULOSA EN LAS TINCIONES CITOLOGICAS,
PRESENTACION DE UNA MODIFICACION DE LA TINCION DE SHORR’'S DEL
PASO ALBA PARA FROTIS LIMPIOS Y DE UN LABORATORIO PORTATIL DE
CITOLOGIA.

Dr. Rafael Emmanuel Alba Fernandez!'l
(1) General de Brigada Médico - Patélogo (Pensionado) Ejército Nacional Ex Jefe del Departamento de Patologia del
Hospital Central de las Fuerzas Armadas de la Republica Dominicana REPUBLICA DOMINICANA

Introduccién

En los udltimos 60 afios en el procesamiento de los frotis citolégicos se ha usado el alcohol y otros reactivos. La técnica
clasica ha sido desde entonces la tincién de papanicolaou.

La tincion de papanicolaou usa tres colorantes:
1- Hematoxilina de Harris, para teiiir el nucleo.

2- OG6. (para tefiir el citoplasma).

3- EA5O0 (para teiiir el citoplasma).

En el proceso de cambio de un colorante a otro se dan varios pasos de alcoholes. Al final se hace una deshidratacion
progresiva hasta llegar a alcohol absoluto. Esto va seguido de aclaramiento con xilol y un montaje que lleva resina y
cubreobjeto.

En este trabajo proponemos:

- Una tincion que elimina el uso de los alcoholes en los pasos intermedios entre los distintos colorantes.

- El uso de la laca de la nitrocelulosa en sustitucién de los alcoholes, del medio del montaje y del cubreobjeto en la etapa
final

- El uso de un laboratorio portéatil para darle mas versatilidad a la tincion.

Esta investigacion generd una variacion en la tinciéon de Shorr”s con las siguientes caracteristicas:
- Frotis Limpios
- Identifica cambios citoplasmicos de células que acompafian a la moniliasis.
- Excelente diferenciacion citoplasmica.
- Identifica dos tipos de coilocitos, coilocitos con nucleos rojos y coilocitos con
nucleos atipicos.

En la primera parte de esta presentacion trataremos de ubicar la coloracion en la realidad del tercer mundo y la manera de insertarla en los
programas de deteccion masiva del cancer cérvico uterino para ofrecer una coloracién de bajo costo y alta calidad. Posteriormente se hara
énfasis en la calidad y versatilidad de la tincion que permitiria una facil automatizacion para ser usada en los paises desarrollados

Materiales y Métodos

Materiales

A Hematoxilina de Harris

B Pincel del ancho del cubreobjeto. (3/4 de pulgada.).

C Laca natural con brillo de nitrocelulosa (se uso6 laca natural con brillo de la fabrica de Pinturas Popular de la Republica
Dominicana)

Thinner AAA 2000 (Se uso6 el thinner AAA 2000 de la fabrica Pinturas Popular de la Republica Dominicana)
Secador de pelo con aire fresco natural.

Biebrich Scarlet soluble en agua ( Ponceau BS)

Eosina soluble en agua.

Acido Phosphotugstico (A.P.)

Acido acético glacial.

Ligth Green.

Orange G.

Alcohol de 95%.
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Prototipo de un Laboratorio Portatil

En relacion al laboratorio portatil tenemos las siguientes ventajas generales:

- No ocupa espacio.

- No necesita la infraestructura de un laboratorio.

- Puede ser utilizado en la casa o un centro de salud.

- En los programas de detecciéon masiva descentralizaria el trabajo haciendo que estos programas sean mas eficientes y
mas faciles de administrar.

- Facilita el control de los reactivos ya que con 350 ML de cada uno de los colorantes el citélogo debe reportar 1,000
papanicolaous.

Las ventajas técnicas de este laboratorio son:

- Facilidad en el trabajo por tener cerca agua.

- Las plaquitas pueden ser sacudidas enérgicamente por la forma en que estan sujetadas.

- Si el colorante no cubre completamente las plaquitas, lo que se deja de teiiir es la parte esmerilada.

Preparacion de los reactivos
La nitrocelulosa se prepara.

- 60% de nitrocelulosa.

- 40% de thinner 2000.

El Biebrich Scarlet (B.S.)se prepara para 100 ml.
- Biebrich Scarlet soluble en agua 0.5 gr.

- :!.OO ml de agua destilada.

- Acido phosphotungstico 0.5 gr.

- Acido acético glacial 1 ml.

La eosina se prepara para 100 ml.(Opcion 1)
- 100 ml de alcohol de 95% diluido al 50%.

- 0.05 gr. De eosina acuosa.

- 0.05 gr de Bismarck Brown

La eosina se prepara para 100 ml. (Opcién 2)
- 100 ml de alcohol de 95% diluido al 50%.

- 0.05 gr. De eosina acuosa.

Tincién Ligth Green, orange G (L.G — O.G) *.
- 100 ml de alcohol de 95% diluido al 50%.

- Ligth Green 0.1 gr.

- Orange G 0.25 gr.

- Acido phosphotungstico 0.5 gr.

- Acido acético glacial 1 ml.

Paso Alba para frotis limpios
- 100ml de agua destilada
- 2ml de &cido acético glacial

Tincion Alba con Nitrocelulosa.
a) Version Papanicolaou.
b) Versién Shorr’s modificada.

- En los frotis que no estan fijados con alcohol las preparaciones deben de ser sumergidas en agua, 100ml de agua por 2
ml de &cido acético glacial por 30 minutos o mas para sacar el fijador y el moco.

- Lavar en agua.

- Alcohol isopropilico o etilico sumergir varias veces.

- Lavar en agua dos o tres veces.

- Acido acético glacial 2ml por cada 100ml de agua, 2 minutos, para los frotis fijados en alcohol .

- Hematoxilina de Harris 4 minutos.

- Lavar en agua hasta sacar el excedente del colorante.

- Eosina 2 minutos / Biebrich Scarlet 3 minutos.

- Lavar en agua hasta sacar el excedente del colorante.

- Coloracion Ligth Green-Orange G. 4 minutos.

- Lavar en agua hasta sacar el excedente del colorante.

- Aplicar el secador de pelo con aire natural sin sacar las plaquitas de la canastilla.

- Cuando las plaquitas estén bien secas aplicar con el pincel la laca de la nitrocelulosa (Ver Representacion Gréafica de la
Tincién en Foto N°. 2)

Modo de aplicar la laca

Para aplicar la laca y obtener una capa uniforme se debe de usar un pincel de buena calidad.

- Se introduce el pincel en la laca, se quita el excedente pasando el pincel por el borde del frasco de la laca.

- Se pone el pincel en uno de los extremos del frotis dejando que la laca se deposite en la plaquita y con el pincel
extenderla por toda la superficie.

- Se repite este paso.

Nota:
- La laca no se puede usar con cubre objetos.
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- Si en el lugar de trabajo no hay aire acondicionado que controle la humedad, cuando hay mucha humedad en el
ambiente la laca no se puede usar porque se torna opaca. En estos casos las plaquitas se deben colocar sobre una

superficie con una temperatura de tibia a caliente.

El laboratorio portatil esta disefiado para ser usado en un lavadero de dos fosas y sus componentes son:

Foto N° 1 Tabla multiuso que hace la funcién de meseta de trabajo

i Aleohol lsoproplilcn

2 Harmatmmtling de Hsm
3 Eosina

4 Blebrich Scarfet

S Ligth Gresp-Diangs G.

Foto N° 2. Tefiidor y Parrilla Auxiliar Fabricados en parrillas de organizadores de armarios, son fuertes y revestidos de plasticos para que no
se oxiden. En la foto se esquematiza la simplicidad de la Tincién Alba en sus dos versiones.
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Foto N°. 3 Cubito del tefiidor, flechas verdes indican topes que impiden el deslizamiento de los cubitos en la parrilla. Fabricado en Brasil por
la fabrica Plasutil. Ref. 769

Foto N°. 4 El cubito del tefiidor tiene capacidad de 440 MI, cabe una canastilla de 30 plaquitas. Las plaquitas se tifien en posicion vertical
con la parte esmerilada hacia arriba y se sujetan con ligas

Foto N° 5 Bandeja térmica para ser usada en los dias que hay mucha humedad en el ambiente para evitar que laca se torne opaca

Resultados

En la coloraciéon en donde se uso eosina se consiguié los colores de la tincién de papanicolaou tanto en las células
superficiales como en las intermedias (Ver foto N°. 6). Los colores variaron con el uso y con los ajuste del tiempo de la
coloracion.

Las células superficiales se tifileron de un color naranja a rosado y las intermedias de un color verde (5).

En la tincion de Shorr”s modificada el color del citoplasma de las células superficiales se tifié de un color rojizo palido y el
de las células intermedias y parabasales tomé un tinte verde. Llamé la atencién que el ndcleo picnético de las células
superficiales se tifié de rojo asi como algunos coilocitos células parabasales y metaplasicas (Ver fotos N°.7). En el resto, los
nucleos se tifieron normalmente con la hematoxilina(1,5).

Se identificaron dos tipos de células con cambios coilociticos:

- Coilocitos con nucleos que mostraron cromatina condensada de color rojo.

- Coilocitos con nucleos atipicos.
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Nota: Llama la atencién que los frotis son limpios como si fueran procesados en medio liquido.

Foto N°. 7 Células metaplasicas con nucleos rojos. (Este efecto se puede minimizar aumentando el tiempo de la Hematoxilina)

COLORACION DE SHORR'S COLORACION ALBA CON
NITROCELULOSA

- Alcohol Etilico de 95° 100 ml. -Hematoxilina de Harris

- Orange g 0.25 gm. -B.S. 0 Eosina (solubles en agua)

- Biebrich Scarlet soluble en agua 0.5

am. Tincion L.G. O.G (resiste niveles bien

- Fast green fcfF 0.075 am. altos de hidratacion)

- Acido phnsﬁﬁotunstifgﬁﬁgm. -Alcohol etilico al 50%, 100 m|

- Acido phosphomolydrico 0.5 gm. -Ligth Green 0.1 gr.

- Acido acético glacial 1 ml. -Orange G. 0.25 gr.
-Acido phosphotungstico 0.5 gr.
-Acido acético glacial 1ml
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Discucioén

Nuestro trabajo se realizé modificando la coloracién de Shorr”s
Cambios Realizados a la Tincion de SHORR™S

Descripcion de Cambios Realizados a la Tinciéon de SHORR™S

a. Hematoxilina de Harris para tefir el nucleo.

b. Se separa el B.S. 6 se usa Eosina (si se quiere la version papanicolaou).

- Con los reactivos restantes se prepara la tincion L.G — O.G.

- En un alcohol al 50%

- Se sustituye el Fast Green por el ligth Green para reproducir la tinciéon de papanicolaou.
- Se elimina el Acido phosphomolydrico

Esta separacion nos da libertad para cambiar los tiempos de exposicion a los colorantes

En ambas versiones el tiempo que se debe de dar en los colorantes que tifien el citoplasma, es un equilibrio entre la
eosina o el Biebrich Scarlet con el orange G de la coloracién LG — OG. Ese equilibrio nos da la tonalidad deseada de las
células superficiales. Asimismo se aumentan o se disminuyen los tiempos para conseguir la tonalidad del verde de las
células intermedias.

Aunque la mayoria de los libros describen la coloracion de Shorr’s en alcohol de 95% nosotros preferimos la del Manual of Cytotechnology,
en la que se utiliza el alcohol al 50% con mejor funcionamiento (1).

Al separar la tincion, la parte compuesta por la coloracién LG — Og se preparé en un alcohol al 50%.

La preparacion de la coloracion ligth Green / Orange G en alcohol de 50% permite niveles altos de hidratacién ya que los
colores empiezan a definirse con un 10% de concentracion de alcohol.

La tincion que describimos es una técnica ideal para ser automatizada por las siguientes razones:
-Es muy simple
-Los reactivos usados preparados en agua y en agua y alcohol son muy estables y faciles de estandarizar.

La coloracién de papanicolaou tradicional preparada en alcohol es una coloracion compleja ya que hay que preparar stock
de los diferentes ingredientes que luego son mezclados para asi obtener los colorantes que seran usado. Todo este proceso
conlleva un control de calidad y un tiempo de trabajo que hace poco practica su elaboracién individual y por tal motivo hay
que comprarlos preparados lo que encarece considerablemente dichos productos.

La coloracion que proponemos tiene la siguientes ventajas:

1.Tiene una férmula sencilla y facil de preparar.

2.No tiene fecha de caducidad ya que los reactivos se preparan cuando se van a usar.
3.Define muy bien los colores (Ver foto No.6).

4.El frotis no se limita al tamafio de un cubreobjeto.

5.Tiene un buen rendimiento, con 350 ml, se tifieron mas de mil (1,000) frotis .

6.Es muy econémica ya que no usa alcoholes, xilol, medio de montaje, ni cubreobjetos.

Una de las caracteristicas principales de la tincion de Shorr”s modificada es la limpieza que tienen algunos frotis
especialmente los fijados en alcohol que pueden ser comparados a los frotis procesados en medio liquido (ver foto No. 10).
Esto se debe a que el Biebrich Scarlet esta preparado en agua con acido acético glacial (1ml de acido acético glacial por
100ml de agua destilada).

En la version de Papanicolaou y en la tincion de Papanicolaou tradicional usamos el acido acético glacial disuelto en agua|
(el agua no tiene que ser agua destilada), en una concentracion de 2ml de acido acético glacial por cada 100ml de agua
antes o después de la hematoxilina por un tiempo de 2 minutos o como un paso de preparacion en los frotis que no estan
fijados en alcohol con un tiempo de 30 minutos o mas.

Los frotis fijados en alcohol o con Polietileno Glicol tuvieron muy buen resultados cuando el fijador cubrié completamente el
frotis ya que las areas no cubiertas por el fijador no se limpiaron adecuadamente.

A pesar de estas limitaciones los frotis mejoraron y en los que estaban fijados adecuadamente obtuvimos los
siguientes resultados:

1. Fondo limpio semejante al procesamiento en medio liquido

2.Accion selectiva ya que solo actlia sobre el moco sin producir distorciones celulares y sin eliminar los
componentes del frotis, como son: flora normal, agentes patégenos y células inflamatorias

3.Mejora la calidad de los colores

4.Creemos que debe alargarse la vida util de los colorantes ya que estos trabajan con mas facilidad.

Este procedimiento aplicable a todas las tinciones lo hemos llamado paso Alba para frotis limpios

Nota: este procedimiento lo descubrimos tres semanas antes de iniciarse este congreso por lo que no ha
tenido el tiempo de prueba adecuado, me gustaria tener las opiniones que puedan tener ustedes.

A nivel del citoplasma la tinciébn muestra algunos cambios interesantes,cuando hay moniliasis se obeservan células con vacuolisacion y
fragmentacion del citoplasma; estas carcazas de células muertas acompafian con mucha frecuencia a la moniliasis lo que facilita su
diagnostico (Ver foto No.8).

La diferenciacion citoplasmica es muy buena (Ver foto No.9 10) identificandose facilmente las lesiones queratinizantes en todos los grados
de neoplasia cervical intraepiteliar y del carcinoma infiltrante

Entre las células cuyo nucleo se tifien de rojo, aparecen unas que muestran cambios coilociticos (2,3,4,9,10,11) estas Ultimas presentan
cuatros estadios:

a.Al principio se forma un hueco perinuclear. El nlGcleo aun preserva cormatina rugosa sin embargo esta
se va tornando roja, preservandose el tinte verde citoplasmico.
b.En el segundo estadio hay una mayor condensacion de la cromatina haciéndose mas evidente el rojo
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nuclear. El citoplasma se mantiene verde (Ver foto A).

c.En el siguiente estadio el nucleo a fijado su coloracién roja en tanto el citoplasma varia entre verde y
rojizo (Ver foto B).

d.Finalmente tanto el ndcleo como el citoplasma asume un tinte rojo total quedando la célula convertida
en una unidad muerta (Ver foto C).

Aparte de las ventajas que se expusieron en la version de papanicolaou, la coloracién de Shorr”s modificada:
1° Es una tincion mas limpia

2° Define mejor los diferentes tipos de coilocitos.

3° Tiene muy buena diferenciacion citoplasmica.

4° Ofrece una coloracion citolégica superior.

Nitrocelulosa

En lo relativo a la nitrocelulosa (12) (Sinelnicof, Hugo, Ingeniero Quimico de Pinturas Popular, Comunicacion Personal)debemos
recordar que su uso original fue como componente de la pélvora y otros explosivos. Su sintesis esté ligada a la de la nitroglicerina. Es un
producto de la esterificacion de la celulosa (molécula polimera de alto peso molecular) de origen vegetal en donde se utiliza el &cido nitrico
en un medio deshidratante. Posteriormente se aprovech6 su buena solubilidad en disolventes oxigenados(éteres y cetonas) de alta
volatilidad, para obtener pinturas, llamadas lacas, de muy rapido secado, que forman peliculas de alta resistencia y alto brillo cuando un
formador de film entra en la composicién. Por su elevada dureza y rigidez, debe ser plastificada para que la pelicula tenga la flexibilidad y
tenacidad necesarias.

Hasta finales del siglo pasado la idustria automotriz uso la laca de la nitrocelulosa pigmentada para pintar los automoviles
y su historia se remonta hasta el famoso Zeppelin Aleman LZ 129 Hindenburg que se incendio por estar pintado con
nitrocelulosa que es muy inflamable.

Todos estos afios de multiples usos industriales avalan la laca de la nitrocelulosa que por la excelente resistencia al paso
del tiempo y a las diferentes condiciones ambientales hacen de la laca nitrocelulésica un material ideal para cubrir
preparaciones citoldgicas. La pelicula de laca pierde muy lentamente su plastificante por segregacion lo que da lugar a que
se formen microfisuras con el transcurrir de los afios (de 10 a 15 afios), ello puede minimizarse manteniendo las
preparaciones a temperaturas por debajo de los 30° Celcius y evitando la exposicion directa a la luz solar.

Varias semanas después de su aplicacion la pelicula de laca muestra una leve coloracion amarillenta por las resinas
alquidicas que las acompafan, este tinte no constituye un problema ya que desde el punto de vista 6ptico, el escaso grosor
de la pelicula evita que ello interfiera con la observacion de los colores de la coloracién subyacente.

Las lacas acrilicas no presentan la coloracién amarillenta.

La laca de la nitrocelulosa es un producto no estandarizado por lo que pueden haber variaciones en las diferentes fabricas
de pintura.

Foto N°.8 Cambios citoplasmicos por moniliasis
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Foto N°. 9 Célula de lesion de bajo grado queratinizante
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Foto N°. 11 Células de lesion de alto grado no queratinizante
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Foto A Flechas Negras: Coilocitos estadio 1 Flecha Verde: Coilocitos estadio 2 Flecha Roja: Coilocitos estadio 4 (Ver también el color rojo
de los nucleos picnéticos de las células superficiales)

Foto B Estadio 3

Foto C Estadio 4

Conclusion
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En este trabajo presentamos una tinciéon citolégica versatil que funciona sin alcoholes y con dos versiones distintas para la
misma coloracion: version papanicolaou y version Shorr”s modificada la cual aporta a la citologia el descubrimiento para
preparar frotis limpios y baratos Presentamos también un laboratorio portatil que permite el uso de la tincion en cualquier
lugar especialmente en los paises del tercer mundo y en los programas de deteccion masiva del cancer cérvico uterino
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