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histoquimicas en la evaluacion de depositos
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Introduccion

La insuficiencia renal cronica, tanto por las alteraciones
del metabolismo mineral que conlleva como por los tra-
tamientos de la misma, produce una enfermedad meta-
bolica 6sea llamada enfermedad 6sea renal u osteodistro-
fia renal (OR). Uno de los elementos implicados en la pa-
togénesis de la OR es el aluminio (Al), conociéndose
como enfermedad 6sea-inducida por el aluminio (EOIA)
a los cambios directos o indirectos que dicho elemento
produce en el hueso. Es importante sefialar que, a pesar
de que las formas habitualmente asociadas a este térmi-
no son la osteomalacia y la enfermedad 6sea adinamica,
en todos los tipos histologicos pueden encontrarse dep6-
sito de Al. Se ha comprobado que hasta en un 50 % de
los pacientes con osteodistrofia mixta y en un 10-15 % de
los que presentan un hiperparatiroidismo (HPT) secunda-
rio se detectan depdsitos de Al en la biopsia 6sea’.

La gravedad de la EOIA obliga a profundizar en el es-
tudio de los métodos diagnosticos que permitan su pre-
vencion y tratamiento; es requisito indispensable para su
diagnostico la demostracion de depositos de Al en el fren-
te de mineralizacion. Una de las técnicas mas utilizadas
es el estudio histoquimico en secciones de biopsias de
hueso sin descalcificar.

La tincibn mas empleada para detectar depdsitos de Al
es la que se realiza con la sal amonica del acido aurin-tri-
carboxilico {aluminén)? 3, pero tiene hasta un 53 % de fal-
SO$ negativos®.

En 1984, Denton, Freemont y Ball, comparando la tin-
cion de alumindn con la tincion de solucromo de azuri-
na a pH 5, observan que con esta dltima se obtiene po-
sitividad mas intensa y que se correlaciona mejor con el
contenido de Al en lzueso analizado mediante método
de andlisis por electrones?®.

En este estudio se ha tratado de valorar la sensibilidad
y especificidad de las tinciones de aluminén y solucromo
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de azurina, comparando los resultados histoquimicos con
el contenido de Al en hueso determinado por espectro-
metria de absorcion atomica (EAA) con horno de grafito.

Material y métodos

Se estudiaron 41 biopsias de cresta iliaca de pacientes
en hemodialisis cronica y 16 tibias de ratas sometidas a
distintos grados de intoxicacién aluminica. Segin los ni-
veles de Al en hueso, se dividieron en dos grupos, utili-
zando como cifra limite 20 pg/g, porque cantidades infe-
riores son considerada como «normales»® y, sobre todo,
porque no se detectan con el aluminon.

Los grupos fueron:

— Grupo | (n=15). Concentracion de Al <20 ug/g
x=93+7,0).

— Grupo Il {n=41). Concentracion de Al>20ug/g
(x=172,0%46,5).

Del tejido obtenido en la biopsia, la tercera parte se uti-
liz6 para la determinacion del contenido de Al, y el resto
se proceso para estudio histologico. En las ratas, el tercio
proximal de tibia izquierda se utiliz6 para histologia, y la
derecha para la cuantificacion de Al.

Las muestras sin descalcificar se incluyeron en metil-
metacrilato, realizandose cortes de 5 um con un microto-
mo Policut S (Reichert-Jung), y tras desplastificarse se tifie-
ron con:

— Aluminon: las preparaciones se sumergieron en una
solucion de aluminén al 2 %, en un buffer de cloruro amé-
nico, acetato amonico y acido clorhidrico de pH 5,2. La
tincion se realizé en un tiempo de 5 a 8 minutos a 68° C.

— Solucromo de azurina: los cortes se tifieron en una
solucion de solucromo de azurina al 1% en solucion
acuosa de acido acético glacial al 25 %. El proceso de tin-
cion dur6 18 horas.

— Tincion de Perls: la muestra fue tefida con ferrocia-
nuro potasico al 1% en acido clorhidrico al 1% durante
15 minutos. Esta tincion fue realizada para detectar posi-
bles interferencias con hierro (Fe).



El estudio histologico se realiz6 mediante valoracion
cualitativa, interpretandose los depositos como negativos
cuando no se apreciaron y una cruz (+) o dos cruces (++)
segln la intensidad y distribucion de los mismos.

La determinacion de Al se realizo disolviendo el hueso
con HNO, concentrado (Suprapur, Merck) en bombas de
teflon a alta presion o en reactores de teflon de media
presion y digestion en horno de microondas. Una vez di-
suelto er tejido, se llevo a 25 ml en matraces de plastico,
con todas las precauciones necesarias para evitar la con-
taminacion de las muestras. La determinacion en si mis-
ma se llevo a cabo mediante EAA con horno de grafito
(Perkin Elmer Zeeman-3030), seg(in el método descrito en
trabajos previos’.

Resultados

Grupo | {n = 15) (Al <20 pg/g): La tincién de alumindn
fue positiva inicamente en 3 muestras con contenido
muy bajo de Al. Creemos que la positividad fue debida a
la interferencia con depésitos de Fe, como comprobamos
con la tincién de Perls. Con solucromo de azurina fueron
positivas 5 muestras, todas con Al > a 17 ug/g, excepto
una cuyo contenido era de 1,5 u§/g. Esta Gltima también
fue positiva con la tincion de Perls.

La especificidad del aluminon fue del 80 %, y la del so-
lucromo de azurina, del 66 %, pero aumenta hasta un
91% si se hubieran considerado 17 pg/g como cifra limite
a partir de la cual es posible detectar depésitos de este
metal. Con este limite, la especificidad del aluminon des-
cenderia al 73 %.

Grupo Il (n = 41) (Al >20 pg/g): El aluminén fue positi-
vo en todas, excepto en 8, a pesar de que 6 de ellas te-
nian concentraciones de Al en hueso superiores a
55 pug/g. La tincion de solucromo de azurina fue positiva
en todas las muestras, observandose depésitos no solo
en el frente de mineralizacion, sino también en lineas de
cemento y deposito difuso en el hueso.

La tincion de aluminén mostrd una sensibilidad del
80 %, y la de solucromo de azurina, del 100 %. Con el li-
mite Je 17 ug/g, la sensibilidad para el aluminén seria
s6lo del 73 %.

Discusion

El analisis de estos resultados demuestra que ambas
técnicas (histoquimicas y cuantificacion) son necesarias y
complementarias para valorar la patologia que esta pro-
duciendo el Al al depositarse en el hueso. La medicion
del Al por EAA es una de las técnicas mas sensibles para
descartar depositos de este metal®, pero no nos indica el
lugar exacto donde se encuentra y no es accesible a to-
dos los que estudian esta patologia. f

Respecto a las tinciones utilizadas en el estudio histo-
logico, en nuestra experiencia la tincion de solucromo de
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azurina fue capaz de detectar depositos en todas las
muestras con Al >17 ug/g, mostrando una mayor sensi-
bilidad que el aluminén. Probablemente —como refieren
otro autores>°— se produce una mayor descalcificacion
con el solucromo de azurina, haciendo mas accesibles los
depositos de Al. Nos parece que la interpretacion histo-
logica de los depositos es también mas facil por la dife-
rencia de coloracion entre los depositos y el resto de te-
jido.

La tincion de aluminén no fue capaz de detectar la pre-
sencia de depositos en 8 muestras del grupo Il, 6 de las
cuales correspondian a pacientes con un HPT secundario
en los que, probablemente por tener un alto turnover,
existiria una redistribucién 6sea del Al, no concentrando-
se a nin(?(m nivel en cantidades suficientes como para ser
detectadas mediante dicha tincién. Creemos que esto tie-
ne serias complicaciones terapéuticas, como puede ser la
decision de realizar una paratiroidectomia médica o qui-
rirgica que podria conllevar el desarrollo ulterior de EOIA
si previamente no se ha realizado una disminucion de los
depositos 6seos de aluminio con tratamiento quelante, 2
como hemos visto en nuestro’caso, esto podria ocurrir en
un 25% de los pacientes con una concentracion de Al
en hueso mayor de 17 ug/g.

Ambas tinciones tienen un inconveniente, que es la
reaccion cruzada con otros metales, fundamentalmente el
Fe. Hemos observado que en las muestras del grupo | con
bajo contenido 6seo de Al, el aluminon fue positivo en
3 de ellas y el solucromo de azurina en una, a pesar de
tener Al inferior a 2 ug/g. Esto puede inducir a errores
diagnosticos, por lo que debe realizarse siempre la tin-
cion de Perls.

En conclusion, en nuestra experiencia, y de acuerdo
con lo referido por otros autoress* ", ambas tinciones,
aluminén y solucromo de azurina, son vélidas y de interés
clinico para demostrar depésitos de Al en E;iopsias de
hueso sin descalcificar, pero el solucromo de azurina tie-
ne mayor sensibilidad que el aluminén sin pérdida de es-
pecificidad.
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