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RESUMEN

ANTECEDENTES: La tincién de hematoxilina y eosina (HE) es
cominmente utilizada en laboratorios de histopatologia como
instrumento diagnéstico para cortes de piel. Sin embargo, este
medio no revela la presencia de ciertos elementos, como fibras
elasticas o mastocitos, ni permite diferenciar entre el pigmento
melanico y la hemosiderina, por lo que es necesario recurrir
a tinciones especiales que incluyen: cido peryédico de Schiff
(PAS, por sus siglas en inglés), dtil en la visualizacién de microor-
ganismos; Gomori-Grocott (metenamina de plata), que permite
identificar hongos; y las de Ziehl-Neelsen y Kinyoun, para acti-
nomicetos y micobacterias.! De éstas, PAS tiene el mayor poten-
cial de uso en histopatologia, ya que tifie también el glucégeno
de la membrana basal de epitelios, anexos, vasos y resalta otras
estructuras y células de la piel.

OBJETIVOS: Describir la utilidad de la tincién de PAS en el diag-
ndstico histopatoldgico de un servicio de dermatologia.
METODOLOGIA: Se hizo una revision de 1000 biopsias de piel
practicadas en 2008 en el Departamento de Dermatologia del
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzélez”, y se analizaron los
cortes tefiidos con PAS.

RESULTADOS: Se revisaron los cortes histolégicos de 43 biop-
sias tomadas de 36 pacientes, las cuales fueron estudiadas con
tincién PAS. El diagnéstico inicial en 58% de los estudios fue
dermatosis no infecciosa. En el restante 42%, se confirmd la
etiologia infecciosa en 33.33% de los cortes tefiidos con PAS,
con 9.3% falsos negativos a la presencia de microorganismos
aun cuando los agentes fueron aislados en medios de cultivo
(11.6%). De las muestras analizadas con PAS, 18.6% dio positi-
vo a lesiones infecciosas e inflamatorias, como lupus eritema-
toso discoide.

CORRESPONDENCIA
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ABSTRACT

BACKGROUND: The hematoxylin-eosin stain (HE) is a common-
ly used histopathology tool to analyze skin sections. However,
this medium does not bind to elements such as elastic fibers or
mast cells, nor does it differentiate between melanic pigments
and hemosiderin. Therefore, some diagnostic procedures re-
quire special stains, including: periodic acid-Schiff (PAS), to vi-
sualize microorganisms; Gomori-Grocott (methenamine silver),
for screening fungi; and the and Ziehl-Neelsen and Kinyoun
stains, for actinomycetes and micobacterias." Of these, PAS is
potentially the most useful, as it binds with basal membrane
glycogen and various skin structures.

OBJECTIVE: To describe the usefulness of PAS stain as a diag-
nostic tool in dermatopathology.

METHODOLOGY: Review of PAS-stained samples from a to-
tal of 1000 skin biopsies obtained in 2008 by the Department
of Dermatology of the General Hospital “Dr. Manuel Gea
Gonzélez".

RESULTS: The authors reviewed a total of 43 PAS-stained bi-
opsies from 36 patients diagnosed with non-infectious (58%)
and infectious (42%) dermatoses. Of the latter, infectious eti-
ology was confirmed in 33.33% of PAS-stained samples, with
further 9.3% false-negative results in spite of isolation of infec-
tious agents in culture media (11.6%). In all, 18.6% of PAS-stained
samples were positive for infectious and inflammatory lesions,
such as discoid lupus erythematosus.

CONCLUSIONS: PAS stain is a useful diagnostic tool for clinically
suspected infectious conditions of the skin. However, due to its
retrospective nature, this review cannot assess the benefits of
PAS in differential diagnosis.
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CONCLUSIONES: La tincién de PAS es de gran utilidad a con-
dicién de que el diagnéstico microbioldgico clinico esté bien
orientado. Dado que el presente articulo fue un trabajo retros-
pectivo, no reflej6 el beneficio de esta tincion para descartar
otros diagndsticos diferenciales.

PALABRAS CLAVE: PAS, hongos, glucdgeno, tinciones especiales.

Introduccion
La tincién de hematoxilina y eosina (HE) se utiliza ruti-
nariamente en histopatologia para analizar diferentes
tejidos del organismo, incluyendo cortes de piel. Sin em-
bargo, esta técnica no permite apreciar elementos como
fibras eldsticas o mastocitos, ni diferencia entre pigmento
meldnico y hemosiderina, de modo que obliga a recurrir
a tinciones secundarias o especiales, entre ellas el dcido
peryédico de Schiff (PAS), para visualizar microorganis-
mos; la tincién de Gomori-Grocott (metenamina de pla-
ta) para hongos; y las de Ziehl-Neelsen y Kinyoun para
identificar actinomicetos y micobacterias.'

Otros medios empleados en la deteccién de microorga-
nismos incluyen; Giemsa, para Leishmania; Wathin-Starry
para espiroquetas; y mucicarmin, que tifie la cdpsula de
Cryptococcus sp.”

Después de HE, la tincién PAS es la mds cominmente
utilizada, pues evidencia algunos polisaciridos (particu-
larmente, glucégeno), asi como las mucoproteinas que
contienen mucopolisacdridos neutros. Esta técnica es util
para valorar la degeneracién fibrinoide, ya que tifie de
rojo los depésitos de fibrina (Fotografia 1) y permite vi-
sualizar elementos infecciosos como pardsitos y hongos

Fotografia 1. Degeneracion fibrinoide de vasos sanguineos (PAS 40x).
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(cuyas paredes de celulosa y quitina contienen polisacari-
dos).? Aun asi, no es posible diferenciar morfolégicamen-
te los dermatofitos y otros mohos con la tincién de PAS, de
modo que el cultivo es el tnico método para identificar el
género y la especie del organismo.

Como agente oxidante que rompe algunas cadenas
de carbén convirtiéndolas en dialdehidos,* la tincién de
PAS se considera parte de la histoquimica moderna de mu-
copolisacdridos, mucoproteinas y polisacdridos. La reac-
cién se debe a que el dcido peryédico oxida las uniones
carbono-carbono de los carbohidratos donde hay hidro-
xilos adyacentes y NH2 primarios o grupos amino secun-
darios, cediendo aldehidos que pueden reaccionar con el
reactor Schiff, responsable de la coloracién roja provoca-
da por la unién de leucofucsina con dialdehido.’

La demostracién del glucégeno con tincién de PAS tie-
ne valor diagnéstico en casos de tumor/quiste triquilemal,
triquilemoma, hidradenoma de células claras y poroma
ecrino debido al glucégeno presente en las células de la
corteza externa del pelo y en las glandulas tanto ecrinas
como apocrinas. Entre tanto, la presencia de mucopoli-
sacdridos neutros apunta al diagnéstico de enfermedad
de Paget mamaria y extramamaria, hidradenoma de cé-
lulas claras, espiradenoma ecrino intraluminal y poroma
ecrino.®? PAS también se utiliza para revelar la membrana
basal de epitelios, anexos y vasos, por lo que es util para
diferenciar o resaltar algunos tipos celulares y la distribu-
cién del coldgeno entre células neopldsicas.™

Por dltimo, la tincién con PAS puede arrojar falsos po-
sitivos en algunas dermatosis al tefir de rojo elementos
como paraqueratosis, células polimorfonucleares o parti-
culas de almid6n.>*°

El objetivo del presente articulo es describir la utilidad
de la tincién de PAS en el diagnéstico histopatolégico de
un servicio de dermatologfa.

Materiales y métodos

Entre enero y diciembre de 2008, el Departamento de
Dermatologia del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzilez” de la Ciudad de México realizé un estudio re-
trospectivo de 1000 biopsias de piel, para el cual fueron
seleccionadas las muestras tefiidas con PAS identificando
los diagnésticos presuntivo y final, asi como los resulta-
dos de estudios micolégicos o cultivos (cuando estuvieron
disponibles). Todas las muestras quedaron incluidas en
parafina y posteriormente fueron teiidas con la técnica
PAS estdndar de la siguiente manera: las laminillas fueron
desparafinadas e hidratadas con agua y en caso necesa-
rio, sometidas a 20 minutos de digestién (10 minutos en
dcido peryédico 1%; 10 minutos de enjuague en agua co-
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rriente para eliminar el dcido). A continuacién se aplicé
el reactante de Schiff refrigerado a temperatura ambiente,
dejandolo actuar 20 minutos para después enjuagarlo con
agua corriente. Se procedi6 a aplicar hematoxilina por un
lapso de 1 a 2 minutos, enjuagando con agua; y después
se utilizé colorante azul, con posterior enjuague durante
unos minutos. Las muestras se deshidrataron con alcohol
y xileno y finalmente, fueron montadas en resina sintética
para su andlisis en el Departamento de Dermatopatologia.

Resultados
En 2008 se practicaron un total de 1000 biopsias que fue-
ron analizadas en el Departamento de Dermatopatologia.

Del total, se identificaron 43 muestras que sugerian un
trastorno del tejido conectivo, por lo que fueron someti-
das a tincién PAS para establecer la presencia de elemen-
tos fungicos, amiloides o engrosamiento de la membrana
basal.

De ellas, se utilizé PAS en 4 biopsias con la finalidad de
detectar amiloide como parte del diagnéstico diferencial
de liquen amiloide o amiloidosis macular, obteniéndose
Gnicamente un resultado positivo para amiloidosis macu-
lar, en tanto que los hallazgos histolégicos de las 3 mues-
tras negativas revelaron dermatitis de interfaz vacuolar con
caida de pigmento (2 casos), y dermatitis psoriasiforme es-
pongiforme superficial y media por linfocitos (1 caso).

Se practicé tincién PAS en otros 2 especimenes para
confirmar el diagnéstico de colagenopatia (incluidas lupus
eritematoso discoide [LED] y dermatomiositis), pero sélo
uno present6 engrosamiento de la membrana basal (Foto-
grafia 2), corroborando el diagnéstico presuntivo de LED.

Las 37 biopsias restantes fueron teiiidas con PAS para
detectar agentes infecciosos que apuntaran al diagnéstico
diferencial de micobacteriosis vs. micosis (hifas o levadu-
ras), obteniéndose 9 biopsias positivas. En un espécimen
con la impresién diagnéstica de tlcera por calcifilaxis se
hallaron abundantes filamentos (Fotografia 3), y el aisla-
miento de Curvularia lunata confirmé feohifomicosis; otro
contenia esférulas de pared gruesa y endosporas, compa-
tibles con Coccidioides sp; y en uno mds fue posible identi-
ficar Histoplasma capsulatum.

Se utilizé PAS para determinar la presencia de derma-
tofitos en 2 muestras: una identificada como leuconiquia
(Fotografia 4), con cultivo positivo para T. mentagropbytes,
y otra diagnosticada como tifia interdigital, cuyo cultivo
permitié aislar T. rubrum.

El cultivo practicado a un paciente diabético diagnos-
ticado con una infeccién mixta en la zona rinoorbitaria
y de senos paranasales, reveld la presencia de Rbizopus y
Aspergillus niger.
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Fotografia 2 A y B. Membrana basal (PAS 40x).

Fotografia 3. Feohifomicosis con estructuras fngicas (AS 40x).
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No se observaron elementos fangicos en las 28 mues-
tras restantes, a pesar de que en los cultivos de dos pa-
cientes se aislaron Sporothrix schenckii complex y Micobacte-
rium marinum. En ambos casos, el diagnéstico patolégico
sugirié enfermedad micética o microbiana con presencia
de granuloma supurativo.

El Cuadro 1 muestra los diagnésticos correspondientes
a los hallazgos histolégicos de muestras positivas a PAS; el
Cuadro 2 presenta los resultados negativos para elemen-
tos infecciosos, pero con cultivos positivos.

Discusion

PAS, la segunda técnica de tincién mds utilizada después
de HE, pone en evidencia algunos polisacdridos y muco-
polisacaridos neutros tifiéndolos de rojo. Se utiliza para
valorar la degeneracién fibrinoide y facilita la visualiza-
cién de agentes infecciosos que incluyen hongos, pard-

sitos y bacterias que desencadenan padecimientos como
botriomicosis y el actinomicetoma (Fotografia 5). La vi-
sualizacién del glucégeno presente en las células de la
corteza externa del pelo y de las gldndulas, tanto ecrinas
como apocrinas, tiene valor en el diagnéstico de tumor/
quiste triquilémico, triquilemoma, hidradenoma de cé-
lulas claras y poroma ecrino,** en tanto, la presencia de
mucopolisacdridos neutros apunta al diagnéstico de en-
fermedad de Paget mamaria y extramamaria, hidradeno-
ma de células claras, espiradenoma ecrino intraluminal
y poroma ecrino.®> Dado que PAS enfatiza la membrana
basal de epitelios, anexos y vasos, puede ser til para dife-
renciar o revelar algunos tipos celulares, como los histio-
citos (Fotografia 6) o la disposicién del coldgeno entre las
células neoplasicas (Fotografia 7). Asimismo, esta técnica
puede utilizarse en casos de crioglobulinemia para iden-
tificar la presencia de crioglobulinas.”

Cuadro 1. Diagndstico clinico y hallazgos del estudio histoldgico en muestras positivas a PAS

DIAGNOSTICO CLINICO HALLAZGO

Absceso micético Hifas septadas no ramificadas

CuLTivo DIAGNOSTICO FINAL

Curvularia lunata Feohifomicosis

Coccidioidomicosis Esférulas de pared gruesa

y endosporas

No se realizd Coccidioidomicosis

Histoplasmosis Levaduras intracelulares

Histoplasma capsulatum Histoplasmosis

Eritrasma vs. Tifa interdigital Esporas

Trichophyton mentagrophytes Tifa interdigital

Leuconiquia micética Esporas

T. rubrum Onicomicosis

Alopecia difusa Blastosporas en foliculos

compatibles con Malassezia sp.

Dermatitis seborreica +
Alopecia androgenética

No se realizd

Mucormicosis rinoorbitaria Hifas cenociticas

Aspergilus niger + Rhizopus sp Mucormicosis y aspergilosis

Lupus eritematoso discoide Engrosamiento de membrana basal

No se realizd

Lupus eritematoso discoide.

Fotografia 4. Estructuras fingicas en ufia (PAS 40x)
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Cuadro 2. Resultados negativos para elementos infecciosos,
con cultivos positivos

DiAGNOsTICO
DIAGNOSTICO CLINICO CuLTivo
FINAL

Esporotricosis vs. micobacteriosis | S. schenckii Esporotricosis
vs. nocardiosis complex
Dermatofibrosarcoma vs. M. marinum Micobacterosis
proceso infeccioso infiltrativo atipica
Condritis recidivante BAAR Micobacteriosis

atipica

Actinomicetoma N. brasiliensis | Micetoma por

N. brasiliensis

* BAAR: Bacilos 4cido-alcohol resistentes
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Luego de revisar 1000 estudios histopatolégicos obte-
nidos en 2008, se seleccionaron los cortes teiiidos con PAS
y se utilizé nuevamente este procedimiento para iden-
tificar los especimenes con dermatosis infecciosa y no
infecciosa.

Las 43 biopsias analizadas correspondieron a los estu-
dios histolégicos de 36 pacientes, cinco de los cuales pro-
porcionaron dos muestras y uno del que se tomaron tres.
Del total en revision, 589% recibié el diagnéstico inicial
de dermatosis no infecciosa, con la sospecha de etiologia
infecciosa en el restante 429, diagnéstico que fue con-
firmado en 33.33% de los especimenes, identificindose
estructuras infecciosas en 11.69% de los cortes histolégicos
y aislando los agentes en cultivos. Asi mismo, fue posible
corroborar la presencia de amiloide en 259 de las biop-
sias con presuncién diagnéstica de amiloidosis.

En pocos casos, la técnica de PAS no reveld la presen-
cia de microorganismos que, no obstante, fueron aisla-

Fotografia 7. Hidradenoma de células claras. Disposicion de las fibras de colageno entre las células tumorales. (A) Tincién PAS 10x; (B) Tincion PAS 40x.
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dos en medios de cultivo (9.3% falsos positivos): de las
28 muestras que no mostraron elementos fingicos, una
produjo un cultivo positivo para Sporotbrix schenckii complex
y en otra se aislé6 Micobacterium marinum. En ambos casos,
el diagnéstico histopatolégico fue sugestivo de enferme-
dad micética o microbiana con la presencia de granuloma
supurativo. Pese a ello, estos resultados no descartan la
utilidad del PAS, pues se ha documentado que s6lo 329
de los cortes histolégicos de pacientes con esporotricosis
muestran células levaduriformes.” Hay que sefialar que la
tincién de PAS no es especifica para micobacteriosis, en-
tidad que requiere de una tincién para bacilos dcido-al-
cohol resistentes.

En 18.6% de las muestras, PAS fue positivo tanto para
lesiones infecciosas como inflamatorias.

Aunque la tincién de PAS ofrece una alta sensibilidad
diagnéstica en onicomicosis (entre 80 y 92%, segin di-
versos informes),?" el uso de esta técnica no estd justifi-
cada en nuestro medio debido a las dificultades técnicas
y la escasez de personal especializado, de alli que sea mds
sencillo, rapido y econémico practicar un examen directo
con hidréxido de potasio (KOH) o con negro de clorazol.
Con todo, los autores concordamos en que la biopsia de
lamina ungueal tenida con PAS (por sacabocado o frag-
mentos distales de ufia) debe ser el estdndar de oro para
el diagnéstico de onicomicosis siempre que los exdmenes
de rutina sean negativos.” Para el presente articulo eva-
luamos Gnicamente un caso de onicomicosis utilizando
procedimientos habituales, aun cuando la técnica PAS se
ha utilizado con relativa frecuencia en varias investiga-
ciones llevadas a cabo en nuestro hospital.

Conclusiones

Aunque la tincién PAS es una de las técnicas mds co-
munmente utilizadas en dermatopatologia, su uso no es
rutinario y de hecho, se practicé en menos de 5% de los
estudios histopatolégicos revisados para este trabajo. Si
bien nuestra revisién arrojé 9.3% de falsos negativos, los
hallazgos de los verdaderos positivos contribuyeron de
manera significativa al diagnéstico, de alli que la tincién
PAS deba estar disponible en cualquier hospital que cuen-
te con un servicio de patologfa.

“ Dermatologfa Cosmética, Médica y Quirtirgica

REFERENCIAS

1

2.

10.

1.

12

13.

14.

15.

16.

Gupta E, Bhalla P, Khurana N, Singh T. “Histopathology for the diagno-
sis of infectious diseases”. Indian J Med Microbiol 2009; 27(2): 100-106.
Barnhill R, Crowson AN, Magro C. Dermatopathology, 3* ed. Washington,
McGraw-Hill, 2010: 458-494.

Kligman AM, Mescon H. “The Periodic Acid-Schiff Stain for the Dem-
onstration of Fungi in Animal Tissue”. J Bacteriol 1950; 60(4): 415-421.
Hale AJ. “The Effect of Formalin on the Periodic Acid-Schiff Staining
of Certain Types of Mucus”. J Histochem Cytochem 1955; 3(6): 421-429.
Leblond CP, Glegg RE, Eidinger D. “Presence of Carbohydrates with
Free 1, 2-Glycol Groups in Sites Stained by the Periodic Acid-Schiff
Technique”. J Histochem Cytochem 1957; v5(5): 445-458.

Lever WF, Schaumburg-Lever G. Histopathology of the Skin, 7* ed. Phila-
delphia, Lipincott, 1990: 45.

Ochoa PC, Smith OD, Swerdlow M. “The Dermal-Eepidermal Junc-
tion; A Preliminary Study with Periodic Acid-Schiff Stain”. AMA Arch
Dermatol 1957; 75(1): 70-77.

Sugai SA, Gerbase AB, Cernea SS, Sotto MN, Oliveira ZN, Vilela MA,
Rivitti EA, Miyauchi LM, Sampaio SA. “Cutaneous Lupus Erythema-
tosus: Direct immunofluorescence and Epidermal Basal Membrane
Study”. Int J Dermatol 1992; 31(4): 260-264.

Singh G, Lavanya MS, “The Reliability of Periodic Acid-Schiff Staining
in the Diagnosis of Onychomycosis”. Indian J Dermatol Venereol Leprol
2009; 75(1): 73.

Barak O, Asarch A, Horn T. “PAS is Optimal for Diagnosing Onychomy-
cosis”. J Cutan Pathol 2010; 37(10): 1038-1040.

Nash JW, Ross P Jr, Neil Crowson A, Taylor J, Morales JE, Yunger TM,
Magro C. “The Histopathologic Spectrum of Cryofibrinogenemia in
Four Anatomic Sites: Skin, Lung, Muscle, and Kidney”. Am J Clin Pathol
2003; 119(): 114-122.

Ruiz J, Arenas R, Vega ME. “Esporotricosis: Estudio histopatoldgico de
22 casos”. Dermatologia Rev Mex 1996; 40 (2): 106-112.

Wilsmann-Theis D, Sareika F, Bieber T, Schmid-Wendtner MH, Wen-
zel J. "New Reasons for Histopathological Nail-Clipping Examination
in the Diagnosis of Onychomycosis”. J Eur Acad Dermatol Venereol 2017;
25(2): 235-237.

Karimzadegan-Nia M, Mir-Amin-Mohammadi A, Bouzari N, Firooz A.
“Comparison of Direct Smear, Culture and Histology for the Diagnosis
of Onychomycosis”. Australasian J Dermatol 2007; 48: 18-21.

Weinberg JM, Koestenblatt EK, Tutrone WD, Tishler HR, Najarian L.
“Comparison of Diagnostic Methods in Evaluation of Onychomyco-
sis”. J Am Acad Dermatol 2003; 49: 193-197.

Mayer E, Izhak OB, Bergman R. “Histopathological Periodic Acid-Schiff
Stains of Nail Clippings as a Second-Line Diagnostic Tool in Onycho-
mycosis”. Am J Dermatopathol 2012; 34: 270-273.

Volumen 11/ Nimero 1 Bl enero-marzo 2013



