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R E S U M E N

Se estudiaron hipófisis de congrio, sapo y gato con las técnicas de 
azocarmín, hematoxilina plúmbica y ácido peryódico-reactivo de Schiff.

En el congrio se observó que las células azocarminófilas son hema­
toxilina plúmbica positivas y ácido peryódico-Schiff negativas.

En el sapo y gato las células azocarminófilas son ácido peryódico- 
reactivo de Schiff positivas y hematoxilina plúmbica positivas.

Se realiza una descripción detallada del método de tinción con el 
azocarmín preconizado por los autores argentinos.

Se asume que la hematoxilina plúmbica no es un colorante específi­
co para células corticotropas en otras especies distintas a los teleosteos.

A B S T R A C T

Lead hematoxylin and azocarmine in the staining of cells of the 
pars distalis of the hypophysis of conger, toad and cat.

Pituitary glands of conger, toad and cat were stained with azocar­
mine, periodic acid-Schiff reactive, and lead hematoxylin in order to 
determine the affinity of the cells for the different stains. It was obser- 
ved in conger that azocarminophil cells are the only ones which are 
stained with lead hematoxylin; these cells are periodic acid-Schiff reac­
tive negative.

In the toad and cat azocarminophil cells are lead hematoxylin po- 
sitive and periodic acid-Schiff reactive positive.

It is assumed that lead hematoxylin is not a specific stain for evi- 
dencing corticotrophic cells in species other than teleosts.

In view of the differences existing in the use of azocarmine be- 
tween the european authors and argentinian ones, a detailed methodo- 
logical description of the azocarmine technique used by us is done.

El método de tinción con hematoxilina plúmbica (HP), original­
mente introducido por Mac Conaill (8) en el arsenal de coloraciones 
histológicas, ha sido utilizado por Olivereau (11) como colorante
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específico para las células productoras de adrenocorticotrofina en 
algunos peces teleosteos, incluyendo anguiliformes.

Como el significado funcional de las diversas células de la pars 
distalis de la ¡hipófisis de anfibios (16, 7, 10) y del gato (1) parecie­
ran estar en la actualidad esclarecidas, se consideró de significación 
observar qué células son las HP positivas en las glándulas de estas 
dos especies y comparar estos resultados con aquellos obtenibles en 
el congrio.

MATERIAL Y METODOS
Fueron utilizados 8 hipófisis de gato, 20 de sapo (Bufo arenarum) 

y 5 de pez anguiliforme (Conger orbignyanus) . Todos los animales 
eran adultos y pertenecían a ambos sexos.

El material fue fijado en líquido de EIftman (5) durante tres 
horas, con ulterior deshidratación e inclusión en parafina según 
el método de rutina. Se hicieron secciones de 5 ¡micrones de espesor, 
las que fueron coloreadas con las tres técnicas más abajo detalladas. 
En todcs los casos los cortes fueron colorados con una técnica dada, 
fotografiados, decolorados, recolorados, y refotografiados, de forma, tal 
que las tres coloraciones distintas fueron sucesivamente aplicadas a 
un mismo corte.

A los efectos de establecer si la utilización previa de una tinción 
afectaba en algo a la otra tinción posteriormente aplicada, se si­
guieron las distintas secuencias de coloración según un orden de 
posibilidades.

Las coloraciones utilizadas fueron las siguientes:
a) Acido perycdico - reactivo de S'chiff (PAS), según Gomo- 

ri (6).
b) Hematoxilina plúmbica (HP), según Mac Conaill (8).
c) Azocarmín, según Prieto-Díaz y Echave - Llanos (12).
Como hemos podido observar a través de diversos artículos, espe­

cialmente aquellos referentes a hipófisis de anfibios (16, 7, 9) apare­
cidos en los últimos tiempos, que diversos autores no utilizan la 
técnica del azocarmín tal como ha sido preconizada por Prieto-Dlaz 
y secuaces (12, 13, 14) en sus estudios sobre hipófisis, nos ha pare­
cido oportuno volver a detallar esta técnica.

1. Los cortes son colorados durante una hora a 56^0. en ia si­
guiente mezcla, que se halle ya a esa températura.

Azocarmín G......................... 2 gr.
Acido acético .......................  5 gotas
Agua destilada .................... 100 mi.

2. Dejar enfriar hasta temperatura ambiente.
3. Este paso consiste en la diferenciación y es un paso crítico en 

la tinción utilizada por nosotros; se realiza en una solución de aceite 
de anilina 1 por mil en alcohol 96, en absoluto reposo y con el por­
taobjeto horizontal en una caja de Petri, como lo indica la fig. 1. 
La diferenciación se realiza a temperatura ambiente en un tiempo 
variable entre 12-24 horas y débe ser controlada periódicamente al 
microscopio, sin previo lavado de la preparación y sin permitir qúe
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ella se seque durante la observación. Si a los efectos de acelerar la 
diferenciación se agita el portaobjeto o se agrega agua a la solución, 
las células que resultarán coloradas no serán exclusivamente las 
azocarminófilas de nuestras previas publicaciones (ver discusión).

4. Detener la diferenciación en 1 por ciento de ácido acético en 
alcchol 96, durante 1 minuto. La diferenciación ,se suspende cuando 
los gránulos de las células azocarminófilas continúan intensamente 
rojos, mientras que los citoplasmas de otros tipos celulares deben 
observarse incoloros y los núcleos de todas las células ligeramente 
rojizos.

5. Luego de haber detenido la diferenciación, si se desea obser­
var únicamente las células azocarminófilas los especímenes serán 
deshidratados en alcoholes (fe graduación creciente, clarificados en 
xilol y montados en bálsamo o medios sintéticos; si por el contrario, 
se desea completar la técnica de Azán para la coloración de otros 
tipos celulares, se tratarán los cortes de ácido fofotúngstico y pos­
terior coloración en la mezcla orange G-azul de anilina, según Prieto - 
Díaz y col. (14).

OBSERVACIONES

Gato. Las células azocarminófilas del gato han sido detallada­
mente estudiadas por Bade y Echave-Llanos (1) quienes han desta­
cado la PAS positividad de estos elementos. En el presente trabajo 
hemos podido comprobar que ellas son el único tipo celular de la 
pars distalis de este animal que se colorea con la HF (Fig. 2).

Congrio: En la pars distalis rostral de esta especie, en íntimo 
contacto con las digitaciones que envía la pars nervosa y separadas 
de ellas por una delgada membrana basal, pudieron observarse célu­
las alargadas con granulaciones intensamente azocarminófilas que 
mediante una delgada protrusión se aplican sobre la antedicha mem­
brana basal. Estas células de distribución tan peculiar fueron las 
únicas azocarminófilas halladas en la pars distalis rostral y mostra­
ron una reacción negativa con el PAS, pero resultaron ser intensa­
mente positivas con la HP (Fig. 3).

Sapo: La morfología y distribución de las azocarminófilas del 
sapo fueron ampliamente descriptas en trabajos anteriores (12, 14). 
En el presente estudio se corroboró que este tipo celular da reacción 
intensamente positiva con el PAS y se halló que es el único que se 
colorea con la HP (Fig. 4).

DISCUSION

En este trabajo se describe detalladamente la técnica que los 
autores argentinos hemos utilizado para teñir las células que noso­
tros denominamos azocarminófilas. Deseamos poner especial énfasis 
en destacar los detalles de diferenciación de los cortes teñidos con 
azocarmín, pues este paso es decisivo para la tipificación de dichos 
elementos. Según lo han establecido Bade y Echave-Llanos (1) las 
células azocarminófilas de la hipófisis del gato referidas en su tra­
bajo y en el presente, no son homologables con aquellas definidas 
como tales por Dawson (4) en esta misma especie. El método de
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diferenciación aquí usado ha decolorado totalmente a los elementos 
de Dawson, miéntras que si se hubiese deseado ponerlos en evidencia 
habría que haber agitado los cortes en la diferenciación o haber 
añadido discreta cantidad de agua a la mezcla diferenciadora (Echa- 
ve-Llanos, comunicación personal). Es también importante destacar 
que si los cortes son diferenciados con el portaobjeto colocado verti­
calmente y agitando, por causas ignoradas, las células ubicadas en la 
periferia de la sección se decoloran mucho más rápidamente que las 
centrales, determinando, cuando la tinción del azocarmín va seguida 
de la mezcla orange-azul de anilina, que las células periféricas cap­
ten él azul constituyendo de esta forma elementos púrpura (rojo del 
azocarmín + azul del azul de anilina). Este último mecanismo, dicho 
sea de paso, podría proveer explicación al hallazgo de células púr­
pura en la pars distalis del sapo Bufo vulgaris, por parte de Zuber- 
Vogeli (17). Bade y Echave-Llanos (1) han demostrado la función 
gonado-tropa de las células azocarminófilas del gato y aquí demostra­
mos que ellas son las únicas HP positivas; por o tanto, en esta especie 
la HP no colorea las células corticotropas, interpretación qiue coin­
cide con los hallazgos de Carlon (3) en el perro.

En el congrio nuestros hallazgos son coincidentes con los de Ball 
y Oliveréau (2) en la anguila europea Anguilla anguilla y en Poecilia 
Jatipinna en lo referente a la localización y morfología de las célu­
las HP positivas. En la especie aquí estudiada estas células resultaron 
ser azcmarminófilas y PAS negativas. Estos autores (2) parecen haber 
demostrado consistentemente que las células HP positivas de los des 
teleosteos antes mencionados son corticotropas. Dada la identidad 
morfológica, topográfica y tintorial entre las células HP positivas del 
congrio y la anguila, existen bases como para pensar que en el con­
grio las células azocarminófilas también representan elementos cor- 
ticotropos.

En el sapo las células azocarminófilas comparten idénticas afini­
dades tintoriales que aquellas del gato, es decir, son PAS positivas 
y HP positivas; sin embargo, desde el punto de vista funcional, pa­
recen no ser similares las de ambas especies, pues existen fuertes 
evidencias de que las azocarminófilas del sapo son tirotropas (14),

Dadas las condiciones de diferenciación del azocarmín utilizadas 
por nosotros, que difieren de las de investigadores europeos, se puede 
asumir que las azocarminófilas d’el Bufo arenarum no son homolo- 
gables con las de aquellos. Para establecer un parangón entre la 
tipificación celular por nosotros empleada y la de otros autores se 
puede consultar Prieto-Díaz y col. (14). Posteriormente a este tra­
bajo han aparecido diversos estudios sobre la citología de la pars 
distalis de otros anfibios, de ellos concluimos que las azocarminófilas 
de Bufo arenarum pueden ser homologables con. a) las células gam­
ma de van Oordt (16); b) las células basófilas tipo III de Kerr (7); 
c) las células basófilas tipo II de Mazzi y col. (10), las que según este 
autor son HP positivas. Ninguno de éstos ha asignado función cor- 
ticotropa a las células homologables con las azocarminófilas de Bufo 
arenarum; por lo tanto, se puede sostener que la HP no es una téc­
nica específica para células corticotropas, concepto referido, al me­
nos, a especies diferentes a los teleosteos.
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Por último, deseamos destacar el hecho de que ciertas células 
hipofisarias poseen idéntica afinidad para el azocarmín como para 
la HP, lo que, teniendo en cuenta las distintas estructuras químicas 
de las hormonas que ellas contienen, no hablaría de una afinidad 
específica determinada por la calidad del material hormonal, sino, 
tal vez, de su cantidad o de un estado físico químico del material 
almacenado (15). La conjunción entre PAS positividad —HP positivi­
dad— azocarminofilia que caracteriza a las células del sapo y gato 
se ve disociada en el congrio, donde las células que nos ocupan no 
evidencian ser PAS positivas; esto indicaría que la substancia/s 
responsable de la PAS positividad no es la misma que determina la 
afinidad por el azocarmín y la HP en las diferentes células.
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FIG. 1. —  Posición del portaobjetos durante ia diferenciación en alcohol-aceite de anilina
en el método de azocarmín. 1, caja de Petri; 2, portaobjeto; 3, varilla de vidrio; 4, 

espécimen; 5, solución diferenciadora (Alcohol-aceite de anilina).
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FIG. 2. —• H ipófisis de gato. Las células señaladas con idénticos números son las mismas. 
A ,  P A S ; B ,  H P ; G. azocarmín. Obsérvese la  afinidad de las mismas células por las tres

coloraciones. X 1600.
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FIG-. 3. —  Hipófisis de congrio. Las técnicas de coloración son iguales que en fig. 2. 
A es un corte distinto a B y G que son el mismo corte; n, digitación seurohipofisaria.
Se aprecia que las células “ en empalizada”  (4 ,5), son HP positivas (B)  y azocarminófilas 

(C) pero no son PAS positivas (A .) X 1600.
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FIG. 4. —  Hipófisis de sapo. Idéntica explicación que para fig. 2. X 1600,
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