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Con el trabajo presente ze procura perfeccionar una de lags

’ . .
técnices histecainicas m4

s gencillas y ot jevives emplesdas en
el estudio del tejido nervioso. De acuerdo con el tiempe de
maduracidén de este tejido y el uso adecuado le los colorantes
bdsicos es posible demcstrar cualitativa y cuantitativamente
los principales fendnenos de interaccidén biojuimica gue se su
ceden en el proceso de lesarrollo bioldgico.

fs sabido ,ue cuando ciertos elementos tisulares como el -~
cartilago, se colerean con derivados anilicos come el azul de
Toluidina 0, el tono azul del colorante en el tejido cambiaz &
otro de tonalidad pdrpurs o violeta —rojizo. Este cambio de -
color es lo tjue se denomina MITACEQMABSIA, Al elemento tisular
gue provoce el cezmbio se le denemina CROMOTROPLC y al cclorante
capaz de sustentar tal cemuio, colorante o tinture metecrométl
ca,

Desae 1875 ue se *tiene la primera ncticia Jie las coloracio
nes metacromfticas, se lian venido empleando en el estudio las
anilinzs buscando su purificacién pars el ugo comercizl y su
aplicacidn en ¢l desarrollo de la histoyuimiea en la demostra
cién de lzs caracteristicas tintoriales de los virios elemen
tos tisulares. El tejido nerviosec es el (ue menos aa sido em

pleado en esta clase de observaciones.



IOTCRIA 1 GINUHALIDADES

egin BERGERQV y SINGER,1958 avarecen con Corvil en 1875 los

w

primeros reportes acerca de loa cambios en la tonalidad de los
colorantes cuando se emplean en el estudio de las preparaciones
histoldgicas;este nisno autor reconoce lo importancia de utili
zar colorantes pures, aprecia el efecto de su concentracién,ob
,
1

servando gue la coloracidn es mds estable en el agua gque en gli

cerina, Del nismo aido se encuentran los trabajos de Ranvier;Jir
gens y de Heschl,quienes realizan observaciones especificas so
bre el comportamiento de 1s sustancia amiloide y el tejido conec
tivo. Sosteninn yue los cambios de color dependen de ciertos fe
nénenos de internccidn entre algdn sustrato tisular eapecial y
el colorante utilizado.

Ehrlich introduce el término "metacroudtico", sin uarle ningu
na explicacion particular a su significado propone jue la colo

racidn por las tinturas anflicns se debs a 1a formacidn de

1451

les dobles atipicas entre 1n moléculn bdsica del colorante y
ciertos grdnulos de los elementos celulares del tejido conecti

vo y en especinl las células cebadas. Observd que ciertos colo

i

rantes tifien "las granulacienes metacroudticaa de las células ",

Bouna{1883) ¢s uno de los primeros en considerar el aspecto
gquimico de lns nodificaciones de la coloracién, Reanlizd estu
dios espectroscdpicos sobre la caracterizacidn :del color rojo

de una dilacidén de safranina al 1:2000 gue colorea de amarille
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el cartilago,concluyendo gue ¢l tono amarillento depende de 1a
combinacidén de la safranine con la condrina presente en la ma_
triz del cartilago. Estas observaciones en dicha época no se
evaluaron debidamente y se descontinuaron.Adamkiewicz(1884)in
troduce ¢l término genérico de "sustancia cromoléptica" para-
aguellas gue colorean netacroadticamente a los tejidos.Paneth
(1888) es el primero gque habla de "uetacronmasia" refiriéndola
a un fendmeno quiitico entre el colorante y el tejido, Por este
entonces Hoyer(1890) y Hardy(1891)entreven una confusidén en la
aprecincidén de las reacciones  uimicas por l»n gimilitud obser
vada entre la tonmalidad metacroudtica y el color de las tintu
ras en solucidn alcalina,Observan que el color azul o el ro_
sado de lng estructuras teliidas con el azul de metileno se de
sarrollabsan por una aulteracidén yuinica del colorante,sugirien
do que no era nds gue por accidén del Alcali.

Pappenhein y Michaclis(lQOZ—lgGB),continundores del trabajo
de Ehrlich proyectan con nis vigor los estudios del naestro,
parece ser jue Michaelis introdujo los términos de "cromotro_
po" y "ortocrondtico". Adends interpreté la metacromasia como
el fendneno de la sustancia crounotrépica al reaccionar de una
manera intensamnente alcalina,sugiriendo que en la constitucidn
quinica de un tautdnero se libera una base inina por el trate__
niento del Alcali, Cita el ejerniplo de yue en las tiazinas, un

grupo HEl puede nigrar del N terminal al central y formar un -



tautdaero rojo, dependiendo la coloracidn netacrondtica de la se
leccidén de dicho tautdmero por el crouotropo.

En las dos décadas siguientes se estudid pucho mejor el fendue
ne coloidal del proceso. Ostwnld(lQlO) obgerva yue los cambiocs -
de 1a colorncidn pueden ser debidos al grado de la dispersion del
colorante, M&llendorf (1924) fué quien atrajo la atencidn de los
histélogos hacia el fendumeno coloidal de 12 reaccidn tintorial,
Segdn el comsortauiento de los colorantes,los agrupd ent(l) de
penetracidén y (2) de precipitacidn; al prinmero pertenecen los co
lorantes bésicos y dcidos mfs corrientes,en el segundo se carac_
terizan los bisicos propianente dichos, Pucsto gue estos dltinos
gen los gue sustentan las nodificaciones en la colorscidn,la me
tacromasia express la precipitacicn en superficie de los coloran
tes bdsicos .

Pischinger (1926-1927) ataca el ceoncepto de Millenvorf y sostie
ne que la colorncidn por los tintes &cidos o bdsicos dependen de
la naturaleza e intensiuad de las cargas eldctricas de las prote
inns. Sugiere que dicho fendueno es funcidn del punto isoeléctri
co de las protcinas y de la solucidn anbiente, principalnente el
pH;congidera gue la ccleracidn es debida a las cargas del tejido
y @ los canbios de dichas cargas. La tietacronasin seria debida
2 la fornacidn de un conpuesto de un color intrinsecanente dife_

rente,
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Czaja(1930-33) combina el aspeeto celoiual con el de base 1i
bre, Atribuye la metacromasia a una ionizacidn de las bases 1i
bres, suponiendo un fendmeno de capa adsoriente rica en icnes
hidréxalicos con aniones asociacdos gue luego pagan al exterior
elevard el pH. De esta nanera la sustanéia basofilica podria
tener un efecto alcaline sobre los caticnes del ccloerente.

Los cenceptos actuales histoquimicos de lsn netacrcomagia se
basan en los estudios de Lison gue datan de 1933, quien descri
be cuicadosancnte los grupoe imino—carbinel y las bases zmonio
de log colorcntes,scstiene gue todos los colorantes me tacromd
ticos gon capeces de formar bases imina y que lo inverso no es
necesariamnente vercadero. Reafirma gue la metacrocmasia depende
de la concentracidn del colorante, de 1la temperatura y de gue
es un fendmenc reversinle, Observa ue la metacrcucsia se desa
rrolla con soluciones bastante diluicas en presencia de pegue
Das cantidades de la sustancis cromeiropica y de gque dicho co_
lor,en estas circunstancia ,es reversible con la temperatura y
con ¢l alcohol,

Es preciso reportar cue el fendneno bédsico de la sbsorcidn me
tacromitica es el ser invarisblenente"isccrdmica"( para corta
longitud de onda) y de gue es esencial el agua, rechazando el-—
concepto de polimerc,puesto que ya e¢s regla de que el cambio de
color es debido a la agrupacidn colddal e¢s batocrémica(para lar

ga longitud de onda). Kechaza el concepte de Pischinger por 1la



revergibilidad de la netacrcnasia. También descarta el concepto
del tautdmero,pucsto que su curva nuestra un desplazamiento ge
neral mejor gue un campo limitado en el espectro. Concluye gue
la demncstracion de los canbios de coloracidén es una prucha es
pecifica para ls localizacidn de los édstercs sulfate de losg p
lisacdridos de elevado pesc nolecular. Ademds para que la meta
cromasia tenga un valor singnificativo ,deben cuniplirse algunas
condiciones: la solucidn acucsa debe ser débil,el pH bajo(alre
dedor de 3),1a tenpcratura un poco elevada, debe persistir la
coloracidn en un medio no acuoso cono la glicerina,jarabe de
levulosa, bAlsano del Canadd.

Scheibe(1937-1938) denuestra fue los cambios de la colora-
cién en las soluciones acucsas concentradas dependen de la for
racién de micelios, Bank y Bungerbery de Jcng(1939) caracteri_
zan a ls metacromasia ccomo el aparecimiento de una nueva banda
de 550 m /‘y le ausencis o digminuecidén de lzs des bandas carac
teristicas de una solucidn acuosa débil de azul de Toluidina ;
interpretan la metacronasia cowo el resultado de la electrcag
gorcidn del colorante a log sitios incrgédnicos del bicceleide
negativo, Robinowitch y Dpstecin(1941) interpretan los estulios
cuantitatives del comportaniento del a2zul de metileno y la ti_
mina en soluciones alcoliélicas y acuosa, sostenidos per la hipd
tesis dimérica y la agrupacidn bajo laes fuerzas de Van der Vaal

conplenentadas por las fuerzas Heitler-London,de acuerdo a es
2
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tas fuerzas han calculado una distancia equilibrio de 3.12 %,
Shippard y Geddes(1944) explican las dificultades para aceptar
1, hipétesis dinérica,pero no pueden sostener una nejor para de
mogtrar los efecctes de la dilucidn,

Sylven(1941) hebia conscguido una técnica r4pida para deter_
nminar la "metacremasia falsa" empleando soluciones alcohélicas
mde concentradas y una deshidratacidn en alcchel durante un —
tienpo arbitrario . Por este mismo tiempo se reporté que ncrmal
mente las sustancias ne cromctrépicas{secrecidn mucosa,gliclge_
no, almidén),pcdria coleresrse metacrcmiticamente después de tm
tarles con dcidos fuertes y sostuvieron gue la rietacromasia "ne
gativa y positiva" se desarrcllaba en conciciones apropiadas de
coloracidn.

Flax y Himer(1952) estudiaron las diferencias tintdreas de -
los dos tipos de dcido nucléico y determinaron gue el RNA se ti
fie mds metacromdticaiente gue el DNAj;esta diferencia se atribu
yé a las diferencias en la densidad de los grupos fosfato con_
giderados.

La mezcla en proporcidn baja del colorante con el 4cido nu
cléico era de tonalidad verde, lo mismo ocurrfia cuando se teififa
debilmente el ndcleo, calentando la solucién se revertia el co
lor al azul ortocromdtico. A este fenémeno 3e llamaron "meta_
cromasia negativa" para diferencinrla de la "metacromasia posi
tiva"(cambio del color hipsocrdmico).También explican el térmi

no "semi metacromftico" ya citado por M&llendorf(1924),para -
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aguellas sustancias jue como el dcido nucléico nuestran una ne
tacromasia positiva bajo clertas conldiciones dptimas,distintas
5 . Sl .
a las reguéridas por los ésteres sulfdtidos jue la desarrollan
con nucha rapidez.

LANLSIEER(1951) utilizd el efecto de los cationes en la meta
cromasia como medio para deterninar si la tincidn con un colo_
rante bdsice es debida a los grupos de carboxilo,sulfato o fos
fnto._SILVﬁN(1954) ha expresado el concepto de gue la metacro
masia se desarrolla en un ¢nlace ordenado del colorante con una
serie repetida de sitios anidnicos,el efecto del cambio de co
lor lo explica por la formacion de nuevos puentes intermolecula
res jue reg:ieren un gasto energético de cerca e 8 calorias y

o 3 I 4 1 ¥ 3 3 2 " = 0
una ninima distancia de intercargas de aproximadamente 5 4 . Re

calca 1la importancia .el agua y de gue ¢l conmportamiento del co

lorente se favorece si las noldculas presentan partes hidrefili

PH o
cicng,

cas e hiurof

BEKGEICN ¥y SINGIR(1958) confirman experimentalmente gue la
metacronnsgia se Jesarrella con base a 1o distribucidn de los -
gitios de =nlsece del colorgnte, jae la destruccidn del color es
lo caracteristico el fendueno y jue las moléculas de ajua  en
tre los iones del colorante son las responsables de los combiosd
y pérdida ds 12 coloracidn,

Con AUS7TIIN(1947) se inicis una serie de experiencias iupor
tontes ue por medio del estudio de la metncroniain del tejido

.. o g . 3 s 5. ,
nervioso, brindan un excelente nedio laborstorial poara diagnés



tico en vida de un grupo especifico de procesos degenerarivos -
del sistema nervioso. Desde 1910 slzheiner y Nissl demostraron

la presencia <e sustancias netacromiticas en ls sustancia blan

ca de los casos de esclerosis difusa(naterial de autopsia).En -
1925 Scholz establece las bases genéticas de ese procese fami_

liar desarrollando aidn nas el concepto patoléyzico de la metacro
masia encontrada en el tejido degenerado. Posteriornente se in
troduce a la literatura nédica el téruino de leucodistrofia lMe_
tacromatica, grupo especifico de escleresis difusa;a ella estdn
ligndos los nombres de Kaltenbach,Bielchowsky,lenneberg,van

Bogaert,Greentield,Brain,White y otros. Y1 resultado de estos es

tudios ha ampliade considerableniente el campo de estudio de la-—
metacromasia y egpeciclmente su comportanicnto a lo large del de
sarrollo biold:zico del tejido nervioso.

5e han desarrollade tdéceniczs especirficas para la deostracidn

: . s . 3 .
de las sustancias netacrotifticas en ¢l parénjuine lel tejido ner

vioso y ctros drganos sistdnicos,asi cornto en el seninente de los

liquidos biulé;icos(i' , 185714959 ; GABTNRIEL., 1988 CUMIIR:S

s 3 o F =1 & T ’ : £ X e’
1860; FOLCHI-PI ¥y 3UUZR,1863). Con las %fenicas de cromatografia

’

5

electroforvsis y espectropgratia ha side pesible detecrminar la na

turaleza juinica de ese naterinl nctacrondtice. Se trata de los

7 V‘_ " vz . 3 - Il . - .

égterca sulfdricos de cerebrdaidos en mezclas cenplejss con  los
: Fied Lbn / UG TR o b . = - i T e ST T

polisachridog i SVIHIIERIOL 1959 ;7] G38HG v SVENNDIRENLIL, 1988; -

CUMIINGS,195C . FCLCLI-PI » BAUD ,1963;C MNILuS v Col 1533,‘964)
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Los ultimos trabajos han demostrado yue los cambios de tonalidnad
en la metacronasia,deterninan en la degeneracidn del tejido ner
viose la presencia de sustancias nctacrondticas en varias fases
- 2 - I - . .

de reacecion bioguinica,pudiende realizarse un esquena entre el
grado de desarrollo de la degeneracidn tisular y el correspondien

te producto metacrondtico encomtrade (HULATE-LSCALANTE y Co1.1964)
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COLOTANTES METACROMATICES

La tincidn de un tejido por un celorante acido o bdsico,so
bre todo la unidn de éste a la proteina,estéd determinada espe
cificauente por le concentracidn de los iones hidrégeno y la
teriperatura del reactivo, las propiedades del colorante y del
tejido considerade,la naturaleza de la ascciacién entre el co
lerante y el sustrato y el preducte de fijacidén ¢ preparzcidn
del tejido.

En histoguiniica se emplean alguncs métocdos de tincidn selec
tiva con celerantes bdsicos(verde ce metilo,pironine,azul de-
metilenc,galocianina,etc.), para cl estudio de los 4cidos nu
cléicos. Celorantes nmetacreméticos para lcs nucopelisacdridos
(CASSELMAN,1962; FOLCLI-PI y BAUER,19633GOMORI, 1952 ;LILLIE,

1954; LISCN, 1953 ; PEARSE, 1960).

Los colorantes netacrondticos mds conccidos son:
-O l. : | _;,
Tionina Ha N,

Azur A . - VAL
o N RN

\
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En todos les colerantes orgéanicos el coler va ascciado a un -
! . Ha £ ! I ‘ ’
grupc especial de atiries llaviaio grupo cremoforicoj;éste eg una
- 3 Ve 2 2 - » : L= h A 3
gecuencia de atoeriogs con una alteracion ininterrun.icda de ligadu
ras dobles y sencillas;la secuencis puede ser una cadena abier
ta o raunificacva o puede geguirue de un coville. 21 final de estos
i 5
gisterias puece haber édtcmos de nitrdgeno que pueden ligarse de
manera sinple o doble. En tal grupo crowcfdrico la estructura -
puede representarse en varias forras, difirendo tan &6lo en la
. Y - - : bl ” , 3 3
posicion de los enlaces sencillos o dobles, Dste es el denowina
do sisteria de resonancia, No tedos los electrones we le meoléeu
- x . - 2
la pueden canbiar s8u posicidn egtructural, sclanente lc hace -
v ; » i
una pareja por cada enlace doble;éstes son les electremes nds
abiertarnente inplicados en este fendmenc,siendo denominados come
electrenes N, El cambio que estos electrenes experimentan para
. Id . h |
ayuellos niveles de encrgla bastante intensa, se debe a la ab_
gorcidn de la energia radiante de las undas ¢e larga lengi tud

siende ellas lag respensables del desarrolle del coler en las

neléeulas del colerante(SYLVEN, 1954 ;8CLUBELT y HALTRIALN, 1956;
SCIUBERT y LEVINE,1955; CAINES y FUIKER,1956;CASUELIAN,19862),
Una de las propiedeaces 1188 importsntes de les colorantes me
tacrendticos es el estado del coeficiente de extincidn niclar
(Eta-Lanbda) que es ceonstante e independiente de l= coencentra_
cidn de la sclucidn de la sustancia de una loungitud de onda de

terninada (Landa). Por ejewuplo, si la canticad de la sustancia

en estudio es Dl, la densicad dptica se ecusciona asi:
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D1 = elcl

Gence ¢ es lo concentracidn nolar de la sustancia y 1 es la lon_
gitud en cn del pese de la luz al través de la solucidn,donde -
tiene lugar la abscrcidn «e la energia radiante, Dos postulados

ge cerivan; el, es una ccnstante independiente de le ccncentra_

cién, y Dl es dir<ctauente proporcicnel a la concentracidn(SYL-

VIIN, 1954 ; SCHUZELT y HAMURMAN,1956).

Se ha cbservado gue cuando la concentracidém del colorante au_
menta,el nivel de absorcidén ael espectre visible parece canbiar
para las onuag de ccrta lengitud;este cambio se ha encentrado -
gue no es gradual, gino progresive y en relacidn a la altura de
dos bandas cercanas entre si y ue poseen una lengitud de onda-—
fija. Tarbién se ha cbservado ,ue sungue lag soluciones acuosas
de nmucios colerantes sustenten diclios cawbicse, las scluecivnes al
cobdlicas de los mismos ccleorantes los expericen’ an en poca in_
tensicad o ne realizan ningdn canbio en la abscrcién del espec_
tro.

Todos los colerantes catidnices nuestran alguna variacidn en

—
o

extincidn del creficiente en alguncs lengitudes de onda en -
alpunos niveles de concentracidn; lag longitudes de onca general
mente schn del espectro visible, perc también pertenecen al cam_
po ultraviocleta.

Lag bancas alfa,beta y garmel( de longitud de onda A,B,G) re
presentan respectivauente las formag menonérica,diuérica y peli
nérica del cclorante catidnice y caca valer de una banca es la
medicra de la concentracidn ce le ceorrespenciente especie wolecu

lar (SCHURIRT y HALM ILMAN,1962).
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El cromotropo es una sustancic que puede inducir el color meta
craititico en un colorante éapaz de sustentar este cambio de co
lor. Todos los crrnotropos conocidos son anidricos, o de carga
negativa,en solucidn acuosa,de alto peso nolecular, ¢ si son de
bajo peso wmolecular qgue sean capaces de asociarse pare formsr -
compuestos de peso riclecular elevade. Intre lcsg preoductos ani__
males estdn le heparina ,el condreitin sulfato, el hialurcneto
Y los nucleatos. Entre los productos vegetalest el agar y el al
ginato; entre las sustancias inorgdricas: los silicatos y los -
pelifesfates;entre los productos sintéticos: el sulfato de qui_
tina, le carboxinetilcelulesa, el sulfato—-alginato,el sulfato de
pectina y los pouliacrilatos,
El jubdén y los detergentes sintétices anidnicos scn e jemplo
de crouetrcypes de bajo peso nolecular (SCHUBE.T y HAIERMAN,1956;

G 1[0RY,1952; PRALSE,1960;CASSEL: LN, 1962).

COLORACION MITACROMATICL EN LCS TEJILOS

La mayorie de los estudics se realiza en tejideos tratades con
determninados fijadcres quimices y luego seccionsdos: o bien fi_

jeuwos,luego congelndos y cortades; con esta Ultims téenica se

ha logrado censervar la cstructura tisular caei al estaco natu_
ral. E1 alcohol, la forunaline o sales de metales pesadosg,scles
o en mezcla, son los fijadores guinices mfg corrientemente uti_

lizades para la desnaturslizacidn y precipitacidn del neaterial
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rico en polisacdridos y proteinans;la feruwalina reacciona con les
proteinas,pudiendo fijar a cualjuier polisacdrido lizado a cllas;
al alcohol generalmente precipita a los nucopolisaciridos,pudien
do ser tanbién el nejor precipitante de las nucoproteinas:Las sa
les de netales pesados pueden precipitar tanto a les polisacdri
dos cono a las proteinas,especizliiente en presencia del alcchol
(SCHUNRT y HAMIRILN,1956;G010RI, 1962 ; PEARSE,1960).

Los coelerantes netacromaticos nis regularmente enpleados en
las prepargtiones tisulares son del tipo catidnico,en solucidén -
acuosa del 1% al 0.5%, ¢ alcohdlica d4ébil al 0.1 4 ©.CCl%, con
un pE de 3 a 5 y tampones fornados por niezclas de fcido ecitrico
y fosfato de sodio,fcido tartdrice,acetato o el tartrato dcido-
de potasio. Cono ejemple de colorantes metacromdticos estédn:fzul
¢e Teluidina 0,Ticnine,izul de lMetileno,iszur L y 3,Cristal Vio_
leta ,Violeta de Cresilo ,Calocianinaz,

Casi tedos leog reportes concuerdan en jue el s2zul ce metileno
es el pretotipo de los colorantes no netacroundtices y gue el cam
bio metacromdtico yue puedn exiiibir se debe a su contaminacidn
con alguno de losg Azures,

Corrientemente se deshidrata » las preparaciones histoldégicas
después de colorearlos,este paso representa la mayor dificultad
en la preservacidn de lo nmetacromasia. El paso del corte por el

etancl favorece la remocién del ayua,provocando gue el colorante

se revierta a su color ortocromdtico;y en el momento de sellar-—
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la preparacion el colorante se dirfunde en el medio de mont=zje
decolorando la preparacién histoldgica, por lo yue se ha su;
do el hacer la :deshidratacidn final en acetona en vez de alcohol
absoluto con miras a conservar la metacromasia y obtener prepa
. Vd .4 . » .
raciones mas permanentes y tambien usar pera este mismo fin so
luciones acuosas para su montaje cowmo jarabe de ,patuy,2ceite

& . . ’ . . . -
de cedro, resinas sintéticas como clarita,picolita en tolueno.

7]

BEn los estudios cldsicos de LISON se concluye gue la reac

i

.’ ~ ‘Il-\ _ —_— 3 1 N K /
cion metacroniticas es una propiedad exclusiva de log ésteres -
del #dcido sulfdrico ide elevado peso moleculsar yue la reaccidn es
especifica solamente si se 1lleva a cabo bajo condiciones desfa
vorables al udesarrollo del color metacromitico.
Bstos conceptos han sido criticados por Wiame(1946-1947),
- - 1 - . . ld - )
guien hn demostrado en trabajos in vitro,que los acidos nucléi
3 i~ o g . -2
cog y el hexametafosfato de sodio pueden proauciy 1la reaccioén
¢ Y e TR S A T . . ~ . . 2
metacromatiea, también Michrelis hin roducido la reaccién con el
fosfato de omonio,olento de godio y la carboximetilcelulosa de
- . ’ . ~ B ~
sodio,ns1 como en una gron variedad de alcoheles sulfatados y -

-4

) rd - P
otros alt-omente sulfonndosj;este ultiwme demuestra yue la reaccion

pueide obtenerse con todos aguellos detergentes yue poseen una-
cadenn larga de uidrocarbonos con un grupo amoniacal al final |

& §eq

el

carboxilo,sulfato o sulfonato,Por lo tonte ne es correc
to afirmar de gue un» sustoncia reanccionard metsncromiticamente

. V4 2 .
sienpre yue sea o contenga un ester sulfarico de elevado peso
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molecular, En la prdctica histoldgica ,los mucopolisaciridos
sulfatados son las sustancins que mds importantemente desarro
llan 1a metacromasia(LISON,1953 ;KRAMER y WINDRUHM,1954 ;SCHUBERT.
Yy HAMERMAN, 1956 ; BERGERON y SINGER,1958; PEARSE, 1960 ; CASSELMAN,
1960). Por el andlisis quimico se ha probado gue en la reaccidn
metacromdtica de los tejidos participa una cantidad variable -
de hialuronatos(del 1 al 2 ¢ 5%),este grupo es uno de los cromo
tropos mds débiles. Se ha descrito un sustrato metacromdtico en
el tejido nervioso normal,atribuyéndese ésto a la presencia de
ésteres de fosfatus , o a los grupos de ésteres de sulfato;algu
nos solamente han reportado el hallazgo -~ de pocos grdnulos meta
cromdticos en el citoplasma de los cuerpos neuronales(WISLO CKI
y SINGER,IQSO;LANDSHEGEER,1951;HESS,1953;BOOIJ y Col.,1958).

Numerosag sustancias no cromotrdpicas pueden influenciar en
la coloracidn metacromdtica de los tejidos. Con LANDSMEER(1951),
se ha demostrado el efecto inhibitorio de las sales catidnicas
en la tincidén de las célulag cebadas. Las elevadas concentra_
ciones de los cromotropos pueden inhibir la metacromasia en los
cationes cen los grupos anidnicos, Uno de los efectos inhibite -
rios mAis importantes, es el de la protcina,la albdmina y la ge
latina en concentraciones de 1 mg.per ml.inhibe la metacroma_
gia del hialuronato en una solucidn débil del culurantc(10—5ﬁ).

La proteina inhibe la netacromasia del azul de Toluidina y
la de la solucidén de heparina cuando se agrega la tripsina.Bs_

e d I'd = . .
te fendmenc podria interpretarse como un cambio del catidn po
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iivalente yue posee un efecto inhibitorio sobre la metacromasia
de un grupo numerosc de cetiones de valencia haja gue pedrian

tener un efecte inhibitoris.



MATERIALES Y METODQ

El material sometido al cutudio histoquinico es: cerzhro,
cerebelo,tallo encefalico,médula espinal y nervio periférico
del humano y algunos animales de laboratorio(ratdn,conejo,gato,
perro,perico). Las piezas se dividieron en tres grupos de ore
paracidn(1l) fijacién en foruwalina nl 10% con inclusién en parg
fina;(2) fijacidn en fornalina al 10% y congelacidn y (3)cunge
lacidén del material al fresco, Los colurantes enpleados: Azul
de Teluidina 0 de la GTGﬁber y Co.Leipzig)y Violeta de Cresila
de Allied Cheuical & Dye Corporation New York),en soluciocnes -
acuosng entre el 2 y 0,5%. Coino veniculos de clarificacidn se
usd el alcohol absoeluto,la acetona,cl xilol, y como medic de -
nontaje: aceite de sedro,balsano del canadd,peruount y glicerina,

El espesor de los cortes preparados oscild entre 5 o 16 ni
cras, Bl tiempo de coloracidn varid de uno a cinco winutos has
ta una y tres horas, Cuando las piezas result2ron ser mis grue
ga8 y mds intensanente ccloreadas,fueron clarificadces con dos

o tres pasgoy en alcohol absoluto o acetona.

RESULTADOS

La reaccidén netacromitica se desarrolld,come se esperaba,con
algunas diferenciay en las preparaciones cengeladas en estadu=
fresco de las previamente fijadas en formalinn y luego inclui

. W e
das en parafina, Con la congelacion al fresco se procurd con_
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gervar al ndximo el estado natural de la estructura tisular y le
menor dilucidn de lasg grasas en el alcoh#l,para conservar en su
mayor integridad las vainas de mielina principalmente en aguel
material que no estaba conpletamente mielinizado.No obstante -
los hallazgos revelan una metacromasia que oscila del color ruy
sado padlido al rojo amarillento,correspondiendo a aguellas arcas
de desmielinizacidén o a aguellos productos metacromaticos de -
desmielinizacidn reportados por algunos autores.

La coloracidén no es permanente, la tonalidad metacrondtica -
ha side nds prolongada en el tejido fresco que en el previaumen
te fijado,mds en el tejido animal adulto que en ¢l de joven,un
poco nis sostenida en las preparaciones tefiidas con el Azul de
Tcluidina que con el Violeta de Cresilo, y mds sostenida en cor
tes de parafipa cuando fueron montados en aceite de cedro.Esgta
reversibilidad también ha variado con el tipo de deshidratacién
y ¢l montaje enpleadoj;siendo mds permanente cuandc se ha utili_
zado la acetona. Es recomendable por este motivo, guardar las
preparaciones bien selladas y 2l abrigo de la luz,

Con cl empleo de los alcoholes para la deshidratacidn,se ha
observado que en las preparaciones desaparece abundante canti_
dad de material metacromdtico teriido de rosado o rojo purpura
que corresponderia a los conponentes amiloides y hialurdnicos
(SYLVEN y MALMGREM,1952;LEVINE y SCHUBERT,1952;C.ARNES y FORKES
1956 ,CANELAS y Col.,1963;CUIMMINGS,1960;BAKEIL y NELSON, 1959 ;GREEN-

FIELD,1958;WEIL,1945).



CORTES HISTOLOGICOS

Cerebro de perico joven, inclusidn en parafina.Tincidn:Azul de

Toluidina 0 al 5%.

Vicleta

)

ddula

Trama reticular de tonalidad rojo pdrpura con magnifica
diferenciacidn de todos los estratos fibrosos. Neuronas
bien individualizadas, con una tonalidad mds oscura y en
el citoplasma la disposicidn de un componente granpular fi
no de color amarillo rojizo, de caracteristicas birrefrin
gentes., La neuroglia bien definida;completa individualiza
cidn de la oligodendroglia y astroglia y el compenente de
sus prolongaciones.

de Cresilo al 5%:
La metacromasia amarillo rojiza se evidencia con més in_
tensidad en la trama reticular y prolongaciones fibrosas;
las neurcnas se osgcurecen y se arrugan cuando la concen
tracidn del colorante es de 1% y el tiempo :le exposicidn
pasa de los 30 minutos. La neuroglia presenta los mismos
detalles bien difercnciados.

m 3 . s
foluidina 0 al 5%.

eapinal de gate. Tincién:Azul de
En el corte transversal es perfectamente diferenciable la

trama reticular de la sustancia gris

o

r la blanca.La meta
cromasia del tejido es rojizo purpura,variando la tonali
dad para el amarillo rojizo en las dreas donde la mieli

nizacién no se ha completado. Es notable la birrefringen

[ BiBLIGTECA CENTRAL ]
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cia de las fibras bien coloreadas,pudiendo seguirse en une
larga extensidn. Los trayectos fibrosos de las comisuras-—
blanca y gris son perfectsmente diferenciables en nancjos
yue se entrelazan en superficie y profundidad. Estos mano
jos con un tiempo de coloracidn de 30 minutos a una hora |,
cambia la tonalidad a un violeta—azulado yue a mayor aumen
to x 400, da un aspecto de fnjas calcinadas con la metacro
masia rojiza de los granulos finos birvefringentes a lo -
largo de tedo el componente fibrilar,
Las motoneuronas bien diferenciadas con todas sus prolon_
gaciones con miltiples colaterales, presentando loz mismos
carbios de tonalidad ya expresados.lia neuroglia con sus -
clementos celulares de citoplasma vacuolar rojizo—amari-
llento y ndcleo también vacuolado cargado de grdnulos fi
nos mds oscuros.

’
£

ioleta de Cresilo al 5%

-
4

Los detalles microscdpicos son tan diferenciados como con
el Azul de Toluidina, la tonalidad de las granulaciones -
finas es mds oscura hacia el rojo en las dreas de metacro
< . 7 - . | . 2 .
masia mas intensa v cuando lo es menos hacia ¢l amarillo
o rojizo.

Cerebro Humano. Tincidn cen Azul de Toluidina 0 al 0.5%.
La estructura fibrilar estd notablemente diferenciada sin

las caracteristicas tintoriales descritas en los tejidos



Violeta de Cresilo al 0.5%
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< o 3 F , P

va seflalados, Se observa gue la metacromasia ¢s mas fir _

rne en los tejidos de mielinizacidn completa; la tonalidad

.. /2 . ~ . .
es de un rojizo pdrpura wAs oscurc,con birrefringencia-
de los granules finos nds evidente, mejor definida hasta
g )

en las prolongaciones mds distantes y finas. Los cuerpos

neuronales bien delineados en su morfologia protoplasnmd

tica; la granulacidén fina metacromitica se observa bien

bl =

completa y enlazada oon la estructuracion granular de to

dasg sus prolengaciones. Ll ndcleo vacuolar con una granu

lacion mas gruesa y de tonalidad azul violeta mds oscurea,

La mneuroglia bien diferenciada ,con una metacromasia ro
24 J —_—

jiza—awarillenta mas encendida,de birrefringencia eviden

nl . .
te, 1 componente global deja observar un campo fibroso
g J
bien delineado y los cunerpos celulares ordenados en los
diferontes estratos gue definen la citoarquitectura de -

las repgiones corticalces.

Se observan log detalles microscépicos con una tonalidad
metacrondtica mds inte rneas rojo amsrillenta,asi también -
se destaca wejor la hirrefringencia le la granulacidn fi
na citopldsmica Jde las neuronasz y elenentos neurdglicos,
Es intercesante la observacidn te que en las preparaciones
al fresco la coloracidén netacromdtica se desarrolla Dbien

con todos los detalles nicroscépicos seilalados,mfs en bre

S St e s
| BRI SontRal |
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ve(pocas horas, de 1 a 5), la estabilidad de su presen
cia,pues decolora con mayor rapidez gue ayuellas otras-

- os - i .I b | . 2
previanente fijadas y después cortadas en congelacion,y
las fijadas e incluidas en parafina. Ademds la coloracidn
es magnifica para el estudic de la trama fibrilar y las
relaciones norfoldégicas de la neuroglina con las ncuronas
como de la neuroglia cen los elerm:entos vasculares;asi —
también el aspecto de la composicidn bioquinmica de los
elementes intracelularecs e intranucleares;desde este pun
to de vista, es importante sefialar la elevada concentra_

. 2 - - rd - -
cion Jde sustancia mucoplisacaridas en las prolongaciones
protopldsuicas neuronales y neuréglicas;de carbohidratos
v lipidos ¢n el citoplasma de los mismos clementos,Esto—
puede observarse de acuerdo a la intensgidad de la colora

4 v . . 4 -
cion metacromatica;estos couponentes bhiecquimicos se en
ST 2o b | ¢ 51 s w ; 3 8 E
cuentran mas abundantes en la sustancia gris de la corte
za cerebral y cerechelosa,luego en la nmédula y ndcleos =
diencefdlicos y luego en el tejido fibroso de les hemisfe
rios cerebrales,tallo encefdlico,cerebelo,tractos medula_
res y nervios periféricos{WISLOCKI y SINGER,1950;LANDS-
MEER,1951;B00IJ y Col.,1953;HiSS,1953).

Observaciones bastante similares en el comportamiento de

. hl . . . 9 .
los colorantes izul de Toluidina y Violeta de Cresilo en

ezstudiog realizados sobre tejidos animales para destacar
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la infiltracidén de bacterias y hongos y en otros con apli
caciones en microscopia electrduica,en donde se evidencia
con detalle el aspecto granular que el colorante bdsico
adopta en disposicidén intracitoplaswdtica (PUCHTLER y SWEAT

1964 ;CHANDRA y SKELTON, 1964).

[ "“HL"HT(__‘.A l'ffhi':-llj_
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DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

El fendmeno de la coloracidn metacromitica depende de la
intensidad de las cargas electronegativas del agrupamiento cro
motrdpico y de la orientacidén de las moléculas del colorante
cuya determinacidén también depende de la distribucidn de las —
aargas ya dichas. Para el desarrolle de la reaccidn es necesa
ri+ que la distancia entre los aniones oscile alrededor de -
5 X, y la intensidad aumenta cuando disminuye esta distancia,La
reaccién del colorante con el cromotropo es particularmente se
sible a la accidén de las sales y de las proteinas;si el produc
to coloreado est4d presente en una concentracidn muy baja,las
gales agregadas en una concentracidén elevada,pueden ivhibir -
casi completamente la metacromasia de agquel. La inhibicidn de
bida a los cationes de la sal aumenta en razdén directa a su —
valencia y probablemente,dependa de una competicidn entre los
cationes del colorante y de la sal en log sitios anidnicos del
Cromotropo.

Las proteinas pueden actuar de tres maneras: por accidn com
petitiva, como los cationes inorgdnicos formando ligaduras de
valencia con los grupos anidénicos, o reaccionando con los poli
sacdridos bloqueando sus grupos anidénicos por adaptacidn este
drica. Asi se ha demostrado que la metacromasia del dcido hia
lurdénico es mds sensible a la inhibicidn de las proteinas que
a la de los mucopdisacdridos(KRAMER y WINDRUM, 1954 ; SCHUBERT y

HAMERMAN, 1956 ; CASSELMAN 1962,



o
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La persistencia de la metacromasia en tejidoa deshidratados
con alcohol,cs una evidencia especifica de loa ésteres sulfd_
ricos polisacdridos de elevado peso molecular(metacromasia'ver
dadera"; siendo gue el alcohol destruye la "falsa" metacromasia
dada pouiblemente por los crowmotropos libres de sullato. £oa
PEARSE 1960 se ha empleado una definicidn espectregrdfica pars
gustentar un criterio visual de la coloracidn histoldgica;dsie
sostiene que la metacromasia roja o (gamma),relativamente re
gistente al alcohol,es debido a low ésteres sulfdricos,mientras
gque la netacromasia violutn(beta),de mwenor resistencia al alco
hol,es debido a carbohidratos altamente polimerizados o a com
puestos mixtos conteniendo fosfatos. Estos conceptuos se correg
ponden al criterio de algunos autores recientes{FOLCHI-PI 1y
BAUER,1963-1964),

El control del pH en el trabajo histoldgico con los colo_
rantes utilizados, es necesario ¢ importante yue oscile alrede
dor de 3 a 4, pues con cstus caracteristicas se obtienen los
mejores resultados del fendrmeno metacromdtico(SINGER,1952;KRA
MELR y WINDRUM,1954-1955;BERGERON y SINGER,1958).

El grado de coloracidn de las preparaciones histoldgicas |,
varia de acuerdo a la acidez de la solucidn colorante;este fe
ndérieno se debe principalmente ,a la disociacidn caracteristica
de las proteinas por la alteracidn del medio en solucidn,

El hecho primordial es,que las proteinas en solucidn se com

portan del modo anfotérico,es decir, que conteniendo a la vez

Y‘—T m
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- . . . 2 k. 7
grupos dcidos y bdsicos por la disociacidn de las nmoléculas pro

téicas puedan dar aumento de las cargas negativas o positivas

0]

egin sea el pgrupo 4cido o bdsico respectivamente,el nds concen
trado después de la disociacidn. La capacidad de las proteinas
para tomar un colorante acido o bdsico,de acuerdo a la acidez de
1a solucidn,es una caracteristica de las propiedades anfoséri_
cas y de la carga de los iones del colorante. Los colorantes bd
sicos generalmnente son sales de cloruro de una bage colourante,
nientras que los dcidos generalmente son sales de sodio de un-
dcido colorﬂnte(LﬁNUSMEER,1051;SINGER,1952;KRAMER y WINDRUM,1%54
1955), Las experiencias se han desarrollado con el Azul de To_
luidina 0 y Cresil Violeta en soluciones cayo pH ha oscilado en
tre 3 y 4, observdndose que los resultados de la metacromasia —
del tejido nervioso,siguen el misno orden de los trabajos de -
otres autoreas,

La atraccion del colorante por las proteinas particularmente
efectiva por las fuerzas electrostdticas que actdan,proporcio_
nalmnente, sobre grandes distancias. La consideracidn del punte
eléctrico es otro aspecto condicional para la reaccidn coloran
te que deban degarrollar los crowmotropos bajo la influencia de
la solucién tintorial, L1 punto isoeléctrico se define como la
concentracidn de iones hidrdgenn,por la cual existe un equili

brio en la retencidn de cationes y aniones.El punto critico del

- b Id . .
enlace de las curvas del pH de los colorantes bdsicos y dcidos
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como el nivel minime de absorcidn de los misnos,es el criterio
utilizado en 1a condicidn del punto isoeleétrico en el estudio
histoquimico de las células y tejidos(SINGER,1952;LISON,1953;
KRAMER y JINDRUM,1954-1955;BERGERON y SINGER,1958).

Es del conocimiento general que la diferencia en la intensi
dad de la coloracidn de los tejidos depende de la condicidn bio
quinica de los componentés tisulares como,tanbién de la concen
tracidn de la solucidn colorante jse ha demostrado en experien
cias referidas por SINGER(1952), que la facilidad de nultipli_
car los enlaces del colorante con el cromotropu,se aumentan con
la concentracidén de la solucidén tintorial, A este respecto,cl
tejido nervioso manifiesta considerable avidez por el colorante
en elevada concentracidn,asi también por el colorante en baja
concentracidén cuando se expone por largo tiempo.

Por afinidad se trata de expresar la tendencia de un coloran
te a ¢combinarse con una estructura tigular determinada; en este
fendmeno existe cierta especificidad de tincidn entre determi_
nados colorantes v las estructuras celulares, la navoria de los
autores se refieren a esta condicién con el nombre de "afini_
dad especifica", En la metacronasia del tejido nervioso nc pue
de hablarse de afinidad especifica del colorante,pues el fend
meno se desarrolla de acuerdo a la comnposicidn quimica del cro
motropo, las condiciones tisulares del naterial en estudio,el

pH del ambiente, etc,,aunque estos factores deternina cierta
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wente una verdadera "afinidad yuinica especifica" para poder ma
nifestarse en laus varias tonalidades netacromdticas conoci das.

La preparacién de los cortes histologicos por nedic de las -
sustancias fijadoras influencia importantenente el desarrollo
del fendmeno metacrendtico., La célula viva presenta una afinidad
selectiva para algunos colorantes ,siendo este fendmeno una acti
vidad vital intriuseca del elemento celular, Los fijadores co_
rrientemente utilizados (alcohol, formol,liquide de Zenker ,etc, )
desnaturalizan los compuestos protéiaos,precipitan las proteinas,
barren los lipidos ,sueltan las cadenas de p2lisacdridoz y lipi~-
dos,etec.,con lo que se altera la estructura intima del tejido ~
en estudio. Este hecho es inportante de onitirse cuando se nece
gita estudiar la condicidn mds o menosg al natural de los compueg
ticos aislados o en reaeccidn con los compuestos proté
icos,carbohidratos y lipidos. Esta es la situacidn del estudio
del fendmeno netacromitico,sobre todo cuando el material en pre
paracidén es patoldgico,pues en estas circunstancias,existen al_
gunos compuestos anormales (prcduc y8 degenerados de los compo
nentes bdsicos) que revelan su presencia por una metacromasia —
especifica(WEIL,1955;BAKER y NELSON, 1959 ;GREENFIELD, 1958 ; HIAGBER
y SVENNERHOLM ,1960; SVENNEREGLM, 1959 ; FOLCHI-PI y BAUER,1963;
LILLIE,1954; CUMINGS,1960;CANELAS y Col. ,1963;DUARTE-ESCALANTE

y Col.,1964;HESS,1953;WISLOCKI y SINGEL,1950),

Ly

La temperatura de la solucidn colorante de varias waneras -

ejerce su influencia sobre el deserrollo del fendmeno de la co
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loracidn;una de las principales es en la difusidén o movimiento
de las moléculas del colorante hacia los componentes tisulares;
con el aumento de la temperatura disminuye la facilidad de mul
tiplicnci6n ile las moléculas del colorante, En este aspecto -
las preparaciones realizadas se trabajan manteniendo la solu_
cidn colorante a la temperatura e¢mbiente.Los cortes histoldgi
cos congelados se sccaron sobre una l4mina de vidrio y después
eran sometidas a la accién del colorante. Los cortes histoldgi
cos en frio se colorean mis intensamente,favoreciéndose una de
fornacidn en la estructura por la saturacidén del colorante(es
to se ha observado en el material al fresco como en el material
fijado cugndo se hacen secciones por congclacién).Lcs cortes a
una temperatura de 30 a 370,absorben muy debilmente el coloran
te y lo sueltan con facilidad provecando el aumento de la difu
¢ién del colorante sobre y entre bos componentes tisulares,con
lo que en la preparacidn se desarrollan campos manchados y bo
rrosos(SINGER,1952 ;KRRAMER y WINDIUM, 1954-1955 ; BERGERON y SIN
GER,1958;LISON,1953).

La reversibilidad de la reaccidn metacromdtica es un hecho
obgervado por todos los autores, particularmente se ha demos_
trado que la metacromasia con ¢l Violeta de Cresilo se revier_
te mds rapidsmente gue la del Azul de Meoluidina, y la de éste
es un poco mas permanente(varins dias),cuandu las preparacio_
nes se tratan con xilol y se montan en aceite de cedro. Induda

blemecnte en este fendmeno estén presentes las condicicnes del

[44]



pH,el cambio de la concentracidn del colorante dentro del compo
nente tisular, influyendo la cantidad de enlaces del cclerante,
las cargas anidnicas y catidnicas,como también la labilidad de
la solucién colorante a los combios de la tenperatura ambiente
(SINGER,1952;SYLVEN, 1954 ; SCHUBERT y LEVINE ,1955 ;KitAMELR y WIN
DILUM, 1954~-1935 ; BERGERON y SINGER’1958).

Concordando en muchos aspectos con las consideracicnes de
SCHUBEXT y HAMERMAN(1956), la metacrouasia es un fendmenoc gue —
detecta aquellas sustancias de elevado peso nolecular,contenien
do nurlerosos grupos anidnicos libres;estas sustancias incluyen
a los mucoplisacAdridos anidnicos y dcidos nucldéices de elevado
peso molecular y algunos lipidos anidnicos capaces e polimeri
zarse en niclecs de elevado pese nmolecular. Las sales catidni_
cag manifiestan un efecto inhibitorio de la metacromasia,proba_
blemente por reenplazamiento en los mismos grupos anidnicos del
cromotropo;esta condicidn puede salvarse si la preparacién his
toldgica se lava abundagtenmente para barrer las sales, o si se
emplean soluciones nmoderadamente concentradas del colorante(los
resultados que ahora se reportan se han logrado con concentracio

nes del 0.5%).
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Fig.No.1l-A

Cerebro Humano. Motoneurona y células neurdglicas vecinas
mostrande la reaceion metacromatica por los depositos citoplas
’ . ’ * . . Vd x
maticos de los ésteres sulfiiricos enlazados a los polisacaridos

y lipidos de su composicidn.Obsérvese la granulacidn fina bi
rrefringente intracelular{compuesto lipoprotéice),la diferencia
de eoloracidn,

Colorante Violeta de Cresilo. Aumento x 1000(inmersidn)
Filtro Verde

Fig.No.1l-B Filtro Azul
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Fig ‘NO_:a' 'I-_‘
Cerebro de gato. Neurona de los ganglios hasales con sus cé

Iplas de sostdén, La trama fibrosa muestra buen contraste con el
colorante, Las células gliales son diferenciables,

Colorante: Azul de Toluidina
Sol. al 0.5%. Aumento x 320. .

Cerebro de gato. Motoneuronas con sus prolengaciones axdni__
cas. Células intersticiales muy evidentes.

Colorante: Azul de Toluidina.

Sol. al 0.5%. Aumento x 100
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Con este trabajo se presenta una revisidn del concepto tedri
co y de laboratorio de la metacromasia, aplicéndose al estudio
de este fendémeno tintoxial en una serie de experiencias realiza
das con tejido nervicso humano(cerebro y cerobelo), y de anima
les de lahoratorio.

El material fué rcepartido en tres grupos:(l) fijado en forma
lina al 10% e incluido en parafina(2) fijade en formalina al
10% y cortado por congelacidn y (3) material fresco en seccio-
nes por congelacidn,

Las secciones fueron coloreadas unas en Azul de Toluidina 0O
y otras con Violeta de Cresilo,variando el tiempo de exposicidn
entre un minute y tres horas. Se obtuvo la esperada metacroma__
sia gue no fué reversible al aleohol ,perc que desaparecié en

’

pocas horas en el material fresco. Ella fué mds evidente en las
neurcnas, las cuales demosgtraron en su citoplasma un aspecto —
granualar birrefrinrente ¥y el ndcleo de aspecto vacuciade con —
fondo metacrendtico. La exposicidn prolongada es (til para ob_
gservar el aspecto fibrilar de 1a sustancia gris,pero principal
mente de la sustancia blanca ya que las célulasg presentan en —

=

2oL ] : ,
esas condiciones un aspecto arrugado ¥ sin ningsun detalle.
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