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La técnica de tincién Tricromica de Masson (TM) fue desarrollada en 1929 como una tincién especial
para diferenciar simultdneamente numerosas estructuras tisulares mediante tres coloraciones:
hematoxilina férrica de Wiegert, para tefiir los nlcleos en violeta, marrén o negro; fucsina éacida-
escarlata de Biebrich para colorear los citoplasmas, la fibrina, y fibras elasticas en rosa, y en rojo la
queratina, fibras musculares y la hemoglobina de los eritrocitos; y azul de anilina o fast green que
colorean de azul o verde, respectivamente, el mucus y las fibras colagenas®. Aunque la hematoxilina-
eosina (HE) es la coloracién de rutina diagndéstica para la identificacién y descripcion de procesos
patoldgicos en todos los laboratorios de histopatologia del mundo; la TM también se utiliza como
coloracion de rutina en evaluaciéon de algunos érganos como el higado y el rifion. La TM permite
evidenciar y cuantificar cambios especificos como la reparacién tisular (cicatrizacion) y deposito de
colageno®. Ademas, puede utilizarse para cuantificar vasos sanguineos en muestras de mucosa oral, en
displasia epitelial y carcinoma de células escamosas?. También facilita la diferenciacion entre el
colageno y el musculo liso en neoplasias, a nivel renal en la evaluacion de lesiones glomerulares, en
lesiones cardiacas de neovascularizacién y fibrosis, en distrofias musculares, asi como en injurias
toxicas cronicas hepaticas y fibrosis pulmonar. El objetivo del presente trabajo es describir la técnica de
coloracion TM optimizada en el Centro de Medicina Comparada (CMC) y ejemplificar algunas de las
aplicaciones de esta técnica en la rutina de diagndstico histopatologico veterinario.

Se seleccionaron casos de archivo en los cuales se evidenciaban estructuras y lesiones factibles de ser
evaluadas con esta técnica: un pulmon de un conejo neozelandés con una lesion de bronconeumonia
supurativa cronica; un higado de un bovino Holando Argentino (HA) con lesiones de intoxicacion por
flor morada (Echium plantagineum); y un péarpado de bovino HA con un carcinoma de células
escamosas. Las muestras de bovinos fueron obtenidas a campo para ser utilizadas como controles y
generar un banco de casos con lesiones tipicas de patologias en esa especie. Los tejidos fueron
procesados mediante la técnica de inclusion en parafina y se realizaron cortes seriados de 4 micras de
espesor con un micrétomo rotativo Leica (RM 2245). Posteriormente, se realizé la técnica de Masson®
con modificaciones como se describe a continuacion: los cortes fueron desparafinados para lo cual se
colocaron en estufa 15 min a 60°C, en xilol (CICARELLI) 15 miny 10 min, luego fueron hidratados en
alcohol (CICARELLI) 100° 2 min y 2 min y luego en alcohol 96° 2 min y 2 min, alcohol 70° 2 min y
fueron lavados con agua destilada 5 min, posteriormente los cortes fueron sumergidos en solucién de
Bouin (BIOPUR) overnight, se lavo 5 min en agua corriente, 5 min en agua destilada y se colored con
hematoxilina férrica de Weigert (BIOPUR) 10 min, Fucsina Acida-escarlata de Biebrich (BIOPUR) 20
min, la diferenciaciéon se hizo con solucién de é&cido fosfotingstico (BIOPACK) con acido
fosfomolibdico (MERCK) por 20 min, tincién con azul de anilina (BIOPUR) 15 min, y la decoloracion
con &cido acético (CICARELLLI) al 1% por 2 min. Posteriormente, se realiz6 la deshidratacion en series
crecientes de alcohol, aclarados en xilol y finalmente los cortes fueron montados con balsamo de Canada
(BIOPACK). Ademas, los mismos cortes se colorearon con la coloracién de rutina de HE.
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El diagnostico morfologico de la lesion pulmonar evaluada mediante HE fue una bronconeumonia
necrotizante y supurativa difusa, subaguda a cronica, activa, severa. El tejido mostr6 zonas con marcada
proliferacion de células fusiformes de nucleos grandes y aguzados distribuidos en una matriz compacta
de fibras eosinofilas. Mediante la TM se confirmo la proliferacion de tejido conjuntivo intersticial, los
nucleos de los fibroblastos se colorearon violeta oscuro y las fibras de colageno se tifieron en color
celeste o azul claro. Ademas, pudo hacerse evidente la presencia de abundante mucus coloreado celeste
ocupando los Iumenes bronquiolares y alveolares, y entremezclado con el exudado leucocitario.
Mediante la histopatologia con HE del higado se arrib6 al diagndstico morfol6gico de degeneracion,
necrosis y pérdida hepatocelular, difusa, severa, con fibrosis severa en puente portal y marcada medio
zonal y centrolobulillar, con severa hiperplasia de conductos biliares y megalocitosis. La TM confirmo
la extensa y marcada fibroplasia mediante la coloracion azul claro y en otras zonas azul intenso de los
puentes de fibrosis formados entre los espacios portales y separando los hepatocitos coloreados de color
rosa a rojizo. La HE permitié el diagnostico de un carcinoma de células escamosas indiferenciado del
tercer parpado. La TM mostré un marcado estroma fibrovascular en la masa neoplasica, evidenciandose
nUMerosos vasos sanguineos en una fuerte matriz de coladgeno de color azul claro entre las hileras o
nidos de células tumorales de color gris azulado.

Mediante la TM se pudo evidenciar la fibroplasia en el intersticio pulmonar y confirmar la presencia de
un proceso respiratorio crénico. Por otra parte, el abundante exudado mucoso que no se habia
evidenciado claramente en la HE, fue facilmente reconocible mediante la TM. La TM permite la
marcacion de todos los tipos de colageno y la intensidad azul esta relacionada a la maduracién del
colageno, siendo las fibras mas inmaduras de color claro y las maduras azul mas intenso. Por lo cual, en
la TM de higado es posible que las zonas de color azul méas claro sean sugerentes de la presencia de un
con colageno inmaduro tipo 111y las mas intensas correspondan a colageno tipo | maduro. Sin embargo,
para poder clasificar el colageno en sus diversos tipos se requieren coloraciones especificas como
Picrosirius red o mediante inmunohistoquimica. La utilizacién de la TM permitio evidenciar claramente
un abundante estroma fibrovascular tumoral, con profuso tejido conjuntivo y neoformacién de vasos
sanguineos entre las células tumorales en la dermis profunda. El estroma es un componente fundamental
para el crecimiento de las células neoplésicas y su evaluacion es esencial como criterio de malignidad.
La TM representa una coloracion complementaria a la HE de rutina, su precio no es muy elevado, es
relativamente sencilla y rapida; ademas, aporta informacion certera en relacion a diversos procesos
patologicos, fundamentalmente aquellos relacionados a proliferacién fibrovascular y cicatrizacion. Por
ello, la TM deberia contemplarse como tincion complementaria para el diagndstico en todo laboratorio
veterinario.
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