
 
 

 
Arch  Neurocien  (Mex)  INNN,  2017 

Art ículo de revis ión

Vol.   22    |    No.  4  |   Octubre - Diciembre 2017 - 33archivosdeneurociencias.com

La tinción con el colorante rojo tiazina  es 
un método de diagnóstico pos-mortem 
rápido y confiable para la enfermedad de 
Alzheimer
Castellanos-Aguilar Leonel1,2, Martínez-Zuñiga Nayeli1,3, Gutierrez-Murcia Jonathan Lénnel1,2, Viramontes-
Pintos Amparo1, Garcés-Ramírez Linda 2, de la Cruz Fidel2, Guadarrama- Ortíz Parménides4, Luna-Muñoz 
José1*.
1Banco Nacional de Cerebros. LaNSE-CINVESTAV-IPN.  Ciudad de México, México.
2Ciencias Químico Biológicas. Departamento de Fisiología del IPN. Ciudad de México, México
3Escuela Superior de Medicina. IPN. Ciudad de México, México.
4Departamento de Neurocirugía, Centro Especializado en Neurocirugía y Neurociencias México 
(CENNM), Ciudad de México.
*Correspondencia: José Luna-Muñoz. AV. IPN 2508 Col. San Pedro Zacatenco. Delegación Gustavo 
A. Madero, 07360. Ciudad de México, México. E-mail:jluna@cinvestav.mx

Resumen

Hemos usado una variedad de marcadores inmunológicos combinados con el colorante 
rojo tiazina (RT), un marcador específico para diferenciar el estado fibrilar del no fibrilar 
del amiloide-β y tau en la enfermedad de Alzheimer. En este estudio hemos usado el RT 
como un marcador potencial de diagnóstico en la EA en tejido cerebral sin fijar en una 
impronta. En los experimentos control se incluia el uso de la tinción con el colorante 
tioflavina-S, tejido fijado y alguna doble tinción de este material con el RT. Se seleccionaron 
los marcadores para la proteína tau TaC-3 y 423. El analisis hecho indican que el RT 
mantiene una fuerte afinidad para las marañas neurofibrilares y placas neuríticas  en 
corteza temporal de tejido sin fijar y congelado, este se descongelo previa la realización 
de la impronta. Esto indica que el TR es una herramienta potencial para un rápido 
diagnóstico posmortem de la neuropatología de la EA. La fijación no necesariamente es 
requerida para la inmunorreactividad de tau en los cortes histológicos.

Palabras clave: enfermedad de alzheimer, marañas neurofibrilares, placas neuríticas. rojo 
tiazina, tioflavina-S
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Thiazine red staining  is a reliable and rapid 
pos-mortem diagnostic tool for Alzheimer´s 
disease

We have used a variety of tau immunological markers combined with the 
dye Thiazin red (1), an accurate marker to differentiate the fibrilar from the 
nonfibrillar state of both amyloid-β and tau in Alzheimer´s disease (AD). In this 
study, we used TR as a potential diagnostic marker of AD in unfixed brain tissue 
and tissue touch imprint. Control experiments included the use of thioflavin-S 
staining, fixed tissue, and some double-labeled material with TR and selected 
tau markers, including, Tau-C3, and 423. Our observation indicate that TR 
retains its strong affinity for both tangles and plaques neuritic plaques in 
frozen unfixed temporal cortex then thawed prior to tissue touch imprint. This 
indicates the potential for TR as a diagnostic tool for the rapid postmortem 
diagnosis of AD neuropathology. chemical fixation is not necessarily required 
for tau immunoreactivity on histological sections. 

Abstract

Key words: alzheimer´s disease, neurofibrillary tangles, neuritc plaque, thiazine red, 
thioflavin-S.

La enfermedad de Alzheimer es la 
patología neurodegenerativa más común, 
representando el 80% de las demencias2,3. 
A nivel histopatológico la EA se caracteriza por 
la presencia de lesiones fibrilares denominadas 
placas neuríticas (PN) y marañas neurofibrilares 
(MNF) localizadas principalmente en neocorteza 
e hipocampo. Las PN son lesiones constituidas 
por un núcleo de agregados fibrilares del 
péptido amiloide-β (Aβ), al cual se asocian 
neurítas distróficas (ND) en forma periférica, 
así como procesos de células gliales. Las MNF 
presentes en el cerebro de los casos con la 
EA, pueden ser intracelulares o extracelulares, 
y están constituidas por formas patológicas 
de la proteína Tau; su aparición comienza 
en la corteza entorrinal y, siguen un patrón 

estereotipado de agregación, hasta abarcar 
por completo el hipocampo, sistema 
límbico y a continuación la neocorteza4,5. 

El diagnóstico definitivo de EA es realizado pos-
mortem y se basa en la presencia histopatológica 
de ambas lesiones. Los criterios clínicos 
NINCDS-ADRDA para el diagnóstico Alzheimer  se  
basa en el inicio insidioso y deterioro progresivo 
de la memoria, así como de otras funciones 
cognitivas, no se observan deficiencias 
motoras, sensoriales o de coordinación al 
inicio de la enfermedad6. Desafortunadamente 
como previamente se mencionaba no hay 
pruebas de laboratorio que la confirmen. 
Debido a que el diagnóstico pos-mortem de la 
EA, se basa en parte en la detección precisa de 
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las MNF y las PN. Un número de métodos han 
sido desarrollados para visualizar estas lesiones 
fibrilares en cortes histológicos del cerebro. 
Estas tinciones se basan en las propiedades 
estructurales y bioquímicas específicas de las 
agregaciones fibrilares para que puedan ser 
diferenciados de los elementos celulares normales. 
Dentro de éstos  métodos los mas convencionales 
son tinciones argénticas5,7,8, tioflavina-S9 e 
inmunohistoquímica, ahora el colorante rojo 
tiazina que parece ser más sensible que la 
tioflavina-S, se ha propuesto como un método de 
rápido diagnóstico histopatológico post mortem10. 
El desarrollo e implementación de este método 
de tinción con el colorante rojo tiazina en 
nuestro país favorecerá a un diagnóstico rápido, 
sencillo y de bajo costo. Por otro lado puede 
darnos información del estado de agregación 
fibrilar conformacional de las estructuras 
patológicas en la enfermedad de Alzheimer, el 
cual podría ser un método de rutina confiable y 
combinado con las tinciones inmunohistiquímica 
podría darnos más información en cuanto el 
procesamiento molecular de las MNF y PN. En 
países en donde no está permitida la extracción 
del encéfalo, podría ayudar en el diagnóstico 
tomando una pequeña biopsia cerebral.  

Tinción argéntica (método Bielschowsky) para 
evidenciar las MNF y las PN en casos con la EA
Desde la primera descripción histopatológica 
de la EA realizada por Alois Alzheimer en 191111, 
hasta los estudios de Braak y Braak, a fínales del 
siglo XX,  el método Bielschowsky es clásico12,13. 
Con ésta técnica es posible identificar las lesiones 
histopatológicas de la EA gracias a la afinidad 
de la plata por la conformación β-plegada 
presente en los depósitos de Aβ fibrilar y las 
MNF (figura 1 A-C. PN, flechas respectivamente). 
Sin embargo, el costo de los reactivos necesarios 

y la difícil estandarización del procedimiento 
son desventajas contra técnicas actuales14. 
La presencia de un gran número de modificaciones 
sugiere que la técnica es muy inestable. 
La modificación de Yamamoto-Hirano en la técnica 
de Bielschowsky para el análisis histopatológico 
de muestras de autopsia incluidas en parafina, 
es la más aceptada como método estándar13. 

En 2015, Kuninaka N15 simplificó el método de 
Gallyas, al igual que el método de Bielschowsky, es 
un técnica de impregnación de plata que es muy 
importante en el área de neuropatología, debido 
a su elevada sensibilidad para la detección de 
cuerpos de inclusión en el sistema nervioso central. 

En Japón este método ha sido mejorado y es usado 
ampliamente. Aunque en la mayoría de laboratorios 
de patología, no se usan rutinariamente (al igual 
que en la tinción en Bielschowsky) por la necesidad 
de reactivos especiales, son requeridos varios 
procesos de tinción y técnicas especializadas.
El método de Gallyas tiene afinidad por los 
gránulos argirofílicos en la enfermedad de 
gránulos argirofilicos, marañas neurofibrilares en 
la EA, y cuerpos de inclusión citoplasmáticos en 
atrofia multisistémica. En método simplificado 
de Gallyas, se obvio el paso del nitrato de 
lantano que reduce el número de reactivos 
requeridos y acorta el tiempo de tinción. 
Aán cuando el proceso se lleva aproximadamente 
7 a 13 días de fijación del tejido, 1 día de inclusión 
en parafina, el corte histológico adherido al 
portaobjetos 1 día en estufa a 40ºC y el tiempo 
requerido para la tinción es de 40 min. En la práctica, 
permite una visualización estable, reproducible 
y sensible con bajo fondo. Sin embargo, es 
lamentable que sus principios, detalles técnicos 
e interpretaciones, son diferentes según cada 
método y en ocasiones no es reproducible. 
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Figura 1. Técnicas comúnmente utilizadas para evidenciar las lesiones histopatológicas en el cerebro con la 
enfermedad de Alzheimer en tejido fijado con paraformaldehído. A-C) tinción argéntica, D-F) inmunoperoxidasa, 
G-I) Tioflavina-S, J-L) Rojo Tiazina.  A, D, G, G) bajo aumento donde se muestra la población en general de 
MNF y PN; en tejido cerebral. B, E, H, K) amplificación de una PN. E) doble inmunotinción con peroxidasa 
color café evidencia la proteína tau en neurítas distróficas (color café) en la PN,  en la vecindad de esta 
placa se evidenciaron las células gliales con un marcador anti GFAP, la diaminobencidina fue combinada 
con cloruro de cobalto para darle una coloración negra. C, F, I, L) amplificación de marañas neurofibrilares. 
Cortes histológico de 50 μm de espesor. A-F) tinción campo claro. G-L) imágenes bidimensionales de una 
colecta de 20-30 cortes ópticos a una distancia de 1μm. Tomadas con microscopio confocal SP8 Leica. 
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El mecanismo y la interpretación entre patólogos, 
técnicos y neurocientíficos presenta ciertas 
ambigüedades. Algunos han considerado a la 
argirofília como homogénea e independiente 
de la lesión y del método, pero los estudios 
comparativos han demostrado que la argirofilia 
es heterogénea la cual es dependiente del 
método y de la lesión. Cada método tiene su 
especificidad y dependiendo de la lesión su propia 
sensibilidad. Aunque actualmente no se dispone 
una explicación molecular cuando se combinan 
con inmunotinciones, lo que significa que el 
uso de anticuerpos y las tinciones argénticas 
son complementarias en la comprensión de 
las enfermedades neurodegenerativas13,16.

Tinción con rojo congo 
La tinción con Rojo Congo ha sido utilizada 
para la detección histológica de Aβ, desde 
principios del siglo XX. Es una tinción directa con 
diferentes afinidades para materiales fibrilares  
y no fibrilares. La tinción con rojo congo 
requiere experiencia y el uso de microscopio 
de luz polarizada. El diagnóstico de la tinción 
es identificando con la “birrefringencia verde 
manzana”, puede ser difícil su visualización, 
por lo tanto muestra una baja sensibilidad17.
Una desventaja del protocolo de esta tinción 
es que puede dar lugar a niveles significativos 
de tinción de fondo y menor reproducibilidad18. 
En contraste, los Fluoróforos o fluorocromos  se 
vuelven altamente fluorescentes sólo cuando 
están unidos a una entidad molecular particular, 
por lo tanto ofrece un conjunto de técnicas 
altamente sensibles y convenientes para 
detectar componentes celulares y estructuras19.

Tioflavina-S
En cuanto a su aplicabilidad a la neuropatología 
rutinaria en el diagnóstico, las afinidades 

generales de la tioflavina-S para la EA se 
consideran como ventaja porque pueden 
marcar PN y MNF (figura 1 G-I) con una técnica 
simple. Por lo general, la dificultad en la 
preservación a largo plazo de la tioflavina-S, 
limita su amplia aplicación en su uso 
rutinario, aunque la capacidad de almacenar 
digitalmente fotomicrografías puede obviar 
este inconveniente9. La unión del colorante de 
benzotiazol de tioflavina-S  con los agregados de 
proteínas, se ha relacionado con la presencia de 
la conformación β plegada.  De igual manera las 
tioflavinas se unen a los filamentos helicoidales 
apareados (PHF) en el tejido cerebral con EA20. La 
tinción positiva con tioflavina-S se observa con 
una coloración de fluorescencia amarillo-verde 
en los depósitos de las proteínas fibrilares21.

La tinción con Rojo Congo y tioflavina-S son 
las dos técnicas histológicas más utilizadas 
para detectar cualquier forma de Aβ, ya que 
estos colorantes se unen a la conformación 
característica de la hoja plegada β del amiloide. 
No obstante, ambas técnicas requieren la 
previa fijación del tejido para preservación22. 

Inmunohistoquímica
La tinción inmunohistoquímica (IHC), es una 
técnica de laboratorio en la cual se utilizan 
anticuerpos específicos para visualizar la 
cantidad, distribución en el tejido y localización 
celular de epítopes inmunogénicos en secciones 
histológicas de tejido fijadas en formalina. 
Debido a su alta especificidad, este método 
ha sido fundamental como herramienta 
diagnóstica (figura 1 D-F). 
La técnica comprende dos fases: 
1.Preparación de laminillas (fijación de muestras 
y procesamiento de tejidos) y después etapas 
necesarias para la reacción antígeno-anticuerpo. 
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El orden de realización; inicia con la 
recuperación de antígenos, bloqueo de 
sitios no específicos, bloqueo de peroxidasa 
endógena, incubación de anticuerpos 
primarios, luego se pone en contacto con el 
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa 
y es revelado con diaminobencidina generando 
un color café (figura 1 D,F), así mismo se 
pueden hacer tinciones múltiples (figura 1 E) 
y contratinción con hematoxilina, montaje y 
almacenamiento de laminillas. 2. Interpretación 
y cuantificación de la expresión obtenida. 

Aunque es una técnica un tanto simple, 
la inmunohistoquímica tiene algunas 
particularidades y su resultado depende de 
muchos factores. La utilidad y la contribución 
de la inmunohistoquímica en la resolución 
de problemas en anatomía patológica es 
directamente proporcional a la experiencia de 
las manos que realizan la técnica y también 
a los ojos que interpretan los resultados. 
Por lo tanto, los métodos de inmunotinción 
requieren rigor de ejecución y cautela, debido 
a que pueden presentar sesgos significativos,  
dados por las reacciones inmunohistoquímicas 
y en la  interpretación de resultados23.

Impronta con el colorante rojo de tiazina
Además de las técnicas tradicionales, una tinción 
alternativa es la realizada con el colorante 
rojo de tiazina (RT), que es una estructura azo 
derivada de naftol, con una  fluorescencia de 
excitación en un rango de 530-560 nm. Su 
característica funcional  es unirse a las formas 
fibrilares con la conformación beta plegada. La 
afinidad del RT para este tipo de estructuras 
fue demostrado por la incubación con seda 
del Bombyx mori.  La tinción con el colorante 
RT fluorescente24, fue usada por primera vez 

en el marcaje de las placas y marañas en 
cerebros de EA en 1995  y desde 199525,26, el 
colorante RT ha sido extensamente usado por 
nuestro laboratorio en estudios basados en 
microscopía confocal de cerebros con la EA 
(figura 1 J-L). Recién fue estudiada la doble y 
la triple inmunotinción del tejido cerebral con 
una variedad de anticuerpos dirigidos hacia 
epítopes de la proteína tau patológica, como 
lo son las  hiperfosforilaciones y truncaciones, 
combinados con el RT. Estos estudios brindan 
evidencia sobre el uso del RT como una buena 
estrategia para la distinción entre las etapas 
de agregación fibrilares y no fibrilares de tau 
en su curso para formar las MNF de la EA27,28.

Un estudio realizado por Luna Muñoz, et al.  
200810, comparó los resultados obtenidos en 
una impronta con RT, con los resultados de 
otras técnicas como son: inmunohistoquímica 
en tejido fijado, tinción de plata e impronta 
de tioflafina-S (figura 2 A,B). Se estudiaron 
6 cerebros con enfermedad de Alzheimer, 
los cuales fueron obtenidos por donación 
de los familiares. Estos casos previamente 
fueron diagnosticados clínicamente  con un 
Alzheimer severo en el Instituto Nacional de 
Neurología y Neurocirugía Manuel Velasco 
Suárez.  

Los resultados obtenidos muestran una 
mayor afinidad por colorante RT, que para 
tioflavina-S en la impronta (figura 2 C, D). 
Con respecto a la inmunohistoquímica 
realizada en tejido fijado en paraformaldehido, 
se demostró la posibilidad de combinar el RT 
con anticuerpos dirigidos contra distintos 
epítopes  de hiperfosforilaciones y truncaciones 
que se revelan durante el procesamiento 
patológico de la proteína tau (figura 3).  
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Figura 2. Doble tinción con los colorantes tioflavina-S y  rojo tiazina. A, B) se observa una gran afinidad 
de ambos colorante por A)  MNF, B) PN. Ambos colorantes muestran una amplia colocalización en la 
estructura en el tejido fijado. C, D) doble tinción en tejido de impronta (tejido fresco, sin fijación) en donde 
sólo el colorante rojo tiazina tiene afinidad por las estructuras patológicas. Mientras que el tioflavina-S 
no reconoció a las PN y MNF.

Tioflavina-S Rojo tiazina Colocalización



 
 Arch  Neurocien  (Mex)  INNN,  2017 

 

Vol.   22    |    No.  4  |  Octubre - Diciembre 2017 - 40 archivosdeneurociencias.com

LA TINCIÓN CON EL COLORANTE ROJO TIAZINA  ES UN MÉTODO DE DIAGNÓSTICO POST-MORTEM RÁPIDO Y CONFIABLE PARA LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Lo anterior representa ventajas en el 
diagnóstico histopatológico rápido en 
cerebros de personas que padecieron 
EA por lo siguiente:  la impronta con el 
colorante RT es una técnica que se realiza 
con rapidez, con un costo menor y mayor 
facilidad que las técnicas tradicionalmente 
ocupadas, como lo son: la tinción de plata 
e inmunohistoquímica en tejido fijado. 

En comparación  con la impronta de tioflavina-S, 
el RT demostró tener una mayor afinidad en 
su análisis con microscopía confocal. Cabe 
mencionar, que la microscopía confocal no es 
imprescindible para el análisis del RT, puesto 
que el microscopio de epiflourescencia es 
de igual modo útil para su visualización.

Por otra parte, el método por impronta puede 
ser realizado de manera rápida y sin necesidad 
de fijación previa del tejido. El marcaje con 
el RT de las lesiones histopatológicas en la 
EA resulta confiable, ya que su afinidad se 
limita a las formas fibrilares e insolubles 
de la proteína tau y del péptido Aβ. 

La sencillez radica de esta técnica de 
tinción con el RT, es que este colorante es 
soluble en agua, el fragmento del tejido 
se deja en contacto con el colorante por 
15 min y posteriormente se coloca en el 
porta objetos y se presiona manteniendo 
la impronta en una solución acuosa.
Con respecto a la posibilidad de ser 
combinada con anticuerpos específicos para 
hiperfosforilaciones y truncaciones  tau, hace 
del RT una herramienta en el estudio de las 
etapas de agregación de tau, que permite 
distinguir los estados fibrilares insolubles 
de los no fibrilares solubles (figura 3 A-C).  

Por último, es importante destacar que el 
diagnóstico realizado por el hallazgo de 
huellas histopatológicas típicas de EA con 
impronta de RT, debe ser complementado 
con la presentación clínica de la enfermedad.  

Y hay que ser precavidos a la hora de 
establecer el diagnóstico de cuadros que 
cursaron con una manifestación atípica, 
puesto que existen otras enfermedades 
neurodegenerativas como la demencia 
frontotempral, la demencia por cuerpos de 
Pick, entre otras. Que pueden ser positivas 
a la impronta de RT. En estos casos será 
necesario el estudio meticuloso de la historia 
clínica y el empleo de inmunohistoquímica 
con anticuerpos  específicos para los cambios 
postraduccionales de tau, en especial 
truncaciones en el Aspártico 421 evidenciado 
por el anticuerpo monoclonal Tau-C3 (ver  la 
figura 3 B, C) y la truncación en el glutámico 391, 
evidenciado por el anticuerpo 423 (ver la figura 
3 A) para establecer un diagnóstico de certeza. 
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Figura 3. A)Doble tinción con un anticuerpo dirigido contra la proteína tau truncada en el Glu391 
(canal verde, flecha), la cual colocaliza en diversos grados en la MNF con el colorante rojo tiazina. 
B) tinción con el anticuerpo que reconoce la truncación en el Aspártico  421. Reconocido por el TauC-3 
canal verde. La cual colocaliza con el colorante rojo tiazina. 
C)Una placa neurítica. La cual evidencia la coronas de neurítas distribuidas en su vecindad donde ambos 
marcadores colocalizan, mientras que el depósito amiloide-β  es sólo afín al colorante rojo tiazina.
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