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Trabajo Practico N21
METODOS E INSTRUMENTOS DE ESTUDIO DE LA HISTOLOGIA

PARTE I: TECNICA HISTOLOGICA

DEFINICION:

Se denomina Técnica Histol6gica al conjunto de operaciones a que se somete una materia
organizada, a fin de que sea posible su estudio por medio del microscopio, posibilitando la observacién de
estructuras no visibles al ojo humano.

METODOLOGIA DE ESTUDIO:
Los métodos para el estudio de una materia organizada son:
1) Examen inmediato o in vivo:

a) Al estado fresco: Animales microscopicos uni o multicelulares,
células libres de animales superiores (descamadas naturalmente, por raspado o por extraccion, por
pincelamiento, etc.), componentes celulares que quedan libres por métodos que desintegran la célula
(mitocondrias, nacleo, membrana plasmatica), 6rganos muy delgados (mesenterio, o cortes finos directos de
tejidos como el cartilaginoso), células obtenidas de cultivos de tejidos. En éstos casos, para evitar la
desecacion y prolongar las posibilidades de observacion, se agregan liquidos como suero sanguineo, suero
fisioldgico a temperatura semejante a la del animal, usando platinas calientes a 36° - 37° C.

b) Examen con coloracién vital: Usando soluciones muy diluidas de
colorantes no tdxicos, que se introducen por via digestiva 0 por inyecciones, o que actlan sobre células
libres, método que se describe mas adelante. (Ver péagina 9).

2) Examen mediato o de post — mortem:

Exigen la muerte de las células y seguir una serie de pasos que
constituyen la Técnica Histolégica Universal, ya que se utiliza en todos los laboratorios y sus resultados se
interpretan de la misma manera.

PASOS DE LA TECNICA HISTOLOGICA CORRIENTE (Parafina — Hematoxilina — Eosina):
En el desarrollo de la misma, se pueden distinguir la sucesién de los siguientes procesos:

1) Obtencion del material histoldgico.

2) Proceso de fijacion.

3) Proceso de inclusion.

4) Obtencion de cortes.

5) Proceso de coloracion.

6) Montaje final.

1) OBTENCION DEL MATERIAL:

El mismo generalmente proviene de:

a) Biopsias quirurgicas.

b) Material obtenido de necropsias.

c) Utilizacién de animales de laboratorio.

d) Estudios experimentales en animales o vegetales.
e) Material obtenido por cultivo de tejidos.

f) Frotis o extendidos.

En la obtencion del material histologico hay que cumplir con varias reglas, como ser:
* Realizar la toma del tejido del lugar correcto.
* Es preciso obrar con cuidado y precaucién, a fin de evitar la destruccion de los tejidos.
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* Cortar la pieza de 6rganos macizos en trozos pequefios (entre 1y 3 cm. x 0,5 cm.), teniendo en cuenta la
configuracion anatomica.

* Los organos huecos no deben ser muy distendidos para que se conserve su aspecto normal.

* Realizar éste proceso con la mayor rapidez posible para evitar la autodestruccion del tejido (autdlisis).

2) PROCESO DE FIJACION:

Por medio de la fijacion se busca interrumpir el desarrollo de los
procesos organicos fijando y conservando de la manera méas fidedigna posible el estado y la situacién en que
se encontraban los tejidos en vida. Los tejidos deben ser fijados inmediatamente después de extirparlos; ésta
es la Gnica forma de interrumpir instantdneamente los procesos vitales. Si la fijacion se produce algun tiempo
después de la obtencion del material, puede suceder que ya hayan comenzado los procesos de post — mortem.
En un organismo muerto pueden tener lugar varios tipos de desintegracion, como por ejemplo, “la autdlisis”,
que consiste en la destruccion de los tejidos por sus propias enzimas locales producidas por los lisosomas. El
segundo tipo de desintegracion consiste en la “putrefaccion”, en donde se produce la destruccion de los
tejidos en accion conjunta con las bacterias.

Por lo enunciado, podemos definir a la “Fijacion” como un proceso que
consiste en alcanzar una situacion estable de los constituyentes tisulares, debido a la interrupcion de las
reacciones enzimaticas.

Clasificacion de los fijadores:

Formol al 10 %.
Glutaraldehido.
Simples Acetona.
Tetroxido de osmio.
Alcohol absoluto, 96 %, 80 % y metilico.
Bicloruro de mercurio.

A - QUIMICOS
Liquido de Fleming.
Compuestos
0 Liquido de Zenker.
mezclas fijadoras
Liquido de Bouin.
Desecacion.
Calor seco y calor humedo.
B - FISICOS

Frio.
Congelacion y desecacion.

FIJADORES QUIMICOS SIMPLES:

* Formol al 10 %: Es el mas utilizado. Su empleo debe
aconsejarse en todos los casos en que no se disponga de un fijador especial, principalmente cuando se trata
de fijar 6rganos o tejidos para estudios histoldgicos. Conserva bien los tejidos y por ello esté indicado en el
estudio del sistema nervioso y es muy utilizado en anatomia patoldgica para la fijacion de piezas operatorias
0 de biopsias. En el comercio se lo encuentra a una solucién de Formaldehido al 40 %.
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* Glutaraldehido y Tetréxido de osmio (acido ésmico): Son
muy buenos fijadores, muy utilizados en microscopia electrdnica, ya que preservan las estructuras finas y
algunos sistemas enzimaticos.

* Alcohol etilico, absoluto y de 96 %: Son malos fijadores. Su
uso se indica sobre todo en microquimica, pues conserva sin alterarlos a muchos componentes celulares
(glucégeno, mucina, etc.) y en citologia.

* Alcohol metilico: Se emplea para fijar extendidos de sangre y
de liquidos de puncidn, que se colorean posteriormente con métodos especiales.

FIJADORES QUIMICOS COMPUESTOS O MEZCLAS FIJADORAS:
En su composicién entra un namero variable de fijadores simples, elegidos segun sus cualidades. Ellas son:

* Liquido de Bouin: Consiste en una mezcla picro — formol —
acética. Es el mejor fijador, ya que es muy penetrante y permite fijar piezas de hasta 1 cm. la duracion de la
fijacion es de hasta 8 dias, pero el tiempo 6ptimo es 3 dias. No se debe lavar la pieza al sacarla del fijador.

* Liquido de Fleming.

* Liquido de Zenker.

FIJADORES FIiSICOS:

* Desecacion: Se lo utiliza en extendidos de sangre, liquidos de puncion. Si se
efectla rapidamente detiene los procesos de post — mortem y permite el empleo posterior de fijadores
guimicos o calor seco para completar la fijacion.

* Calor seco: Es utilizado a menudo en bacteriologia sobre extendidos
desecados, poco empleado en histologia.

* Calor hamedo: En forma de agua hirviente es utilizado en algunas
investigaciones microquimicas o para fijar invertebrados.

* Frio: No es un verdadero fijador, pero detiene los procesos vitales y los
cadavéricos de necrosis y autolisis, pero en cuanto deja de actuar, se reanudan las actividades vitales si la
célula no ha muerto, o se desarrollan los procesos de post — mortem.

* Congelacién — desecacion (Método de Altmann — Gersh).

Reglas de la fijacién:

* El material debe ser cortado en trozos pequefios y no demasiado grueso, para
facilitar la penetracion del fijador.

* La relacion del volumen entre el objeto a fijar y el fijador, varia segun el fijador
empleado, pero como minimo la relacion debe ser de 1 a 20.

* El liquido fijador se debe verter primero en el frasco y luego se introducen los
trozos de tejido; en caso contrario quedan éstos pegados en el fondo y no se fijan por ese lado. Si son tejidos
que tienden a ir al fondo (higado, musculo, glandulas), se debe agitar el frasco durante unos minutos. Los
tejidos que flotan (pulmoén, grasas), se recubren con un trozo de algodon o papel de filtro para que se pongan
totalmente en contacto con el fijador.

* La duracion del tiempo de fijacion varia segun el fijador utilizado, el tamafio y la
textura del tejido. El general y como promedio, 24 horas es suficiente, pero puede quedar en el liquido
fijador, sobre todo con el formol taponado durante varios afos.

* la osmoralidad es un factor importante y debe en lo posible tener una concentracion
ionica en el fijador similar al tejido que se va a fijar. Las variaciones de la osmoralidad se logran por la
adicion de cloruro de sodio, sacarosa o dextran.

Mecanismo de accién de los fijadores:
Va a depender de la sustancia utilizada, pueden describirse 4
mecanismos de accion:
a) Por coagulacion de las proteinas: Sin combinarse con ella, como por ejemplo lo
hace el alcohol, acido picrico, yodo, formol, etc.
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b) Formando combinaciones quimicas con las sustancias organicas de las células
o tejidos como por ejemplo el &cido cromico y sus sales, bicromato de potasio, bicromato de amoniaco, etc.

c) Por reduccién al contacto con las sustancias organicas formando un precipitado
muy fino, como por ejemplo el &cido 6smico, bicloruro de mercurio, etc.

d) Por oxidacion, como por ejemplo el bicromato de potasio.

3) PROCESO DE INCLUSION:

Para obtener cortes delgados, en un solo plano y uniformes, es necesario que las piezas
adquieran una dureza determinada

Si bien en ésta guia de estudio se describe los pasos de la Técnica Histoldgica corriente, en
la cual se utiliza para la obtencién del corte el método de inclusion, es necesario aclarar que existen 2
procedimientos fundamentales para la obtencion del corte, ellos son:

a) Previa congelacion del material de estudio: Este procedimiento confiere a los tejidos
un endurecimiento uniforme y permite realizar diagndsticos inmediatos de piezas operatorias y estudios
histoquimicos, ya que la congelacion no altera la composicion quimica de los componentes histologicos del
material a examinar.

b) Previa inclusién del material en una sustancia denominada Parafina: ElI material
congelado no redne de manera suficiente las condiciones éptimas, ya que los cortes obtenidos por
congelacion son siempre mas gruesos que los obtenidos por inclusion. Por lo dicho y si se cuenta con el
tiempo necesario, es preferible impregnar los tejidos con una sustancia liquida que luego pasa a una fase
solida y homogénea. Este procedimiento se denomina “Inclusion”. En su transcurso, se deposita el medio de
inclusion en todos aquellos lugares en donde se encuentra el agua, o donde ésta ha sido extraida. Los medios
0 sustancias de inclusion pueden ser: Solubles en el agua: Como ser la “Celoidina, Gelatina, Plexiglas, o
bien Insolubles en el agua: Como por ejemplo la “Parafina” y otros.

En la Técnica Histoldgica corriente, solo nos interesa el empleo de la parafina como medio
de inclusién, y dado que no es soluble en agua, su empleo condiciona la previa extraccion del agua contenida
en el tejido que se va a someter al proceso de inclusion. Es asi que la inclusion consta de los siguientes
pasos:

a) Deshidratacian.

b) Aclaracion.

c) Impregnacion en parafina y confeccion del taco o bloque.
a) Deshidratacion:

Tiene por finalidad la extraccion del agua del tejido para que la parafina ocupe su lugar.

Si el material no se deshidrata suficientemente, la inclusion es defectuosa. En éste paso se emplea una serie
de alcoholes en concentracion creciente: 70°, 80°, 96°, 100°. Las piezas se dejan en la serie creciente de
alcoholes adaptando el tiempo de permanencia al contenido de agua de la pieza, a su tamafio y a la pureza de
los alcoholes. Las piezas deben permanecer en la capa superior colgandolas. El tiempo varia segln el tamafio
de la pieza de 1 a 12 horas en cada alcohol generalmente.
b) Aclaracion:

Una vez obtenida la deshidratacion absoluta de la pieza, se coloca a la misma en el seno de
un liquido, que mezclandose con el alcohol, tenga al mismo tiempo la propiedad de disolver la parafina, es
por ésta propiedad que recibe el nombre de “Liguido intermediario”. Pertenecen a éste grupo de sustancias
el cloroformo, toluol, xilol y benzol, siendo éste altimo el més utilizado. Al ser la parafina insoluble en
alcohol, es necesario que el liquido intermediario lo reemplace por completo, por tal motivo conviene
renovarlo una o dos veces para asegurarnos que todo el rastro de alcohol ha desaparecido. Para darnos si la
penetracion del liquido intermediario es completa, debemos observar la pieza; éste al penetrar en el tejido
anhidro, produce una transparencia caracteristica en el mismo, y es por ésta razon que también se los llama
“Aclarantes”. El tiempo varia segun la sustancia usada y el tamafo de la pieza, generalmente de 1 a 3 horas
en cada bafio.

¢) Impregnacion en parafina (inclusién propiamente dicha):
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La parafina utilizada en la Técnica
Histoldgica es una mezcla de cadenas de 22 carbonos hasta 29 carbonos, variando su punto de fusion entre
45° a 60° C, seguin su composicion. Como su nombre lo indica, s una sustancia quimicamente inactiva, por
lo que puede conservarse indefinidamente en la estufa. Se liquefacta con facilidad a los 56° C y a
temperatura ambiente se encuentra en estado sélido. Las piezas, después de haber sido aclaradas, se pasan a
una mezcla de parafina liquida y liquido intermediario en partes iguales y se las lleva a la estufa durante una
hora. Luego se las introduce en un recipiente que tenga parafina liquida y se guarda en la estufa para que la
parafina impregne totalmente el tejido en toda su intimidad. La inclusion completa de las piezas dura
aproximadamente 4 horas.

Confeccion del taco o bloque:

Después de los pasos arriba mencionados, viene la inclusion definitiva del trozo de
tejido, que nos dara no-solo la solidificacion de la parafina interna de la pieza, sino también una envoltura
gue facilitard su ulterior manejo y corte, utilizandose para cumplir con lo cometido, un molde especial de
metal denominado “barras de Leuckart”, dentro del cual se vierte parafina liquida a 60° C. Alli se deposita la
pieza que se saca del bafio de parafina en que se encontraba, cuidando de orientarla convenientemente para
saber después la direccion en que debe ser cortada. Se deja a enfriar a temperatura ambiente durante 30
minutos 0 mas, y una vez solidificada se retira del molde obteniéndose de éste modo el taco que queda listo
para ser cortado por el micrétomo.

En ésta situacion la pieza puede conservarse indefinidamente. El objeto de la
inclusion en parafina es proporcionar al tejido la consistencia suficiente y necesaria para que pueda ser
reducido a cortes finos que posean un grosor tal en micras para que permita el paso de la luz y ser
examinados con el microscopio.

4) OBTENCION DE LOS CORTES:

Con el objeto de realizar los cortes adecuados para el estudio al
microscopio, se utilizan distintos métodos y variados aparatos de gran precision, a los que se denominan
“Micrétomos”. Su empleo esta condicionado al estudio que se desee realizar en los diversos tejidos. Asi se
cuenta con micrétomos de deslizamiento, micrétomo Tetrander, micrétomo de parafina tipo Minot (cuchilla
fija), el ultramicrétomo, criétomo, entre otros. El de cuchilla fija o tipo Minot es el mas utilizado en la
Técnica Histoldgica corriente; es uno de los mas perfectos, pues nos da cortes seriados automaticamente en
forma de cinta; el espesor del corte puede variar de 2 a 20 um. Los espesores mas utilizados van desde 5 a 8
um. La eleccién del grosor depende de la textura del tejido y de los elementos y detalles que se quieran
observar y estudiar.

El micr6tomo de tipo Minot consta de dos grandes partes:

* El carril de la cuchilla: Es una pieza fija durante el corte, provista de tornillos en su base, de la que
emergen dos pilares paralelos en cuya parte superior se encuentran dos discos cilindricos ranurados y
moviles provistos de tornillos. En la ranura se introduce la cuchilla por su borde menos ancho, se la orienta
con relacion a la superficie del corte y se la ajusta. la calidad de los cortes, dependeré de las propiedades de
la cuchilla. Existen varios tipos de cuchillas: Planocéncavas, plano hipercéncavas, biplano simple, biplano
conofacetada, de vidrio, de diamante, entre otras.

* La platina: Es una pieza de metal que posee canales excavados en la superficie dispuestos
concéntricamente, su tamafio es variable y forma es cuadrangular o circular. En la platina se debe fijar la
pieza a cortar, lo que se logra fundiendo la parafina con una espatula de metal calentada a la llama y que
tendra contacto con la superficie canaliculada. Siempre el lado elegido para esto sera el lado opuesto al que
se desea cortar. La platina conjuntamente con el carro en que se encuentra montada es lo que se desliza
verticalmente cuando se hace girar la manija y al mismo tiempo cada vez que llega a su extremidad superior,
se corre hacia delante en un nimero de micras previamente elegido, que nos daréa el espesor del corte.

Montaje del corte:
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Los cortes se retiran del micrétomo con un pincel de pelo fino y se extienden en agua
corriente contenida en una bandeja o capsula de Petri. Luego de ser lavados, se vierte en el mismo recipiente
agua a 45° C para que los cortes se extiendan bien y uniformemente. Luego en esa misma agua se introducen
los portaobjetos desgrasados y bien limpios, sobre los cuales anteriormente se ha depositado una fina capa de
albUmina glicerinada o albumina de Mayer (mezcla en partes iguales de clara de huevo y glicerina con un
cristal de timol como antiséptico), para que la adherencia del tejido sea mayor y con la ayuda de una aguja
histoldgica se empujan los cortes que flotan en el liquido hasta colocarlos en el portaobjeto. Posteriormente
se llevan los portaobjetos ubicados en una escalerilla de madera a la estufa para mejorar su adherencia por
coagulacion de la albumina.

5) PROCESO DE COLORACION:

Definicion: Coloracién es el proceso por el cual un cuerpo toma
color bajo la accion de un colorante y no desaparece con lavados de la misma sustancia en que se disolvid el
colorante.

Fundamentacion: Las estructuras contenidas en las preparaciones
histol6gicas, poseen poco contraste o carecen de él completamente, por lo que no van a poder ser
distinguidas al microscopio. Este inconveniente queda salvado por la propiedad que tienen los distintos
componentes celulares y tisulares de incorporar con variable intensidad sustancias colorantes. En la Técnica
Histoldgica corriente solo nos interesa dos colorantes: Hematoxilina y Eosina.

Definicién de colorantes: Son todas aquellas sustancias que
pueden comunicar su color a otros cuerpos, sea el mismo color que ellas tienen (colorantes ortocromaticos),
0 bien tefiir de un color distinto (colorantes metacromaticos, ejemplo: Azul de Toluidina, tifie de rojo
determinados grupos quimicos de las células y azul todo lo demas)

Clasificacion de colorantes:
Animales:  Carmin
1 - Naturales Hematoxilina
Vegetales:  Orceina
Azafran

Acidos: Sales con base incolora y acido coloreado.
Ejemplo: Eosina, colorante citoplasmatico.

Basicos: Sales con base coloreada y acido incoloro.
Ejemplo: Azul de metileno, colorante
2 — Artificiales nuclear.
0 sintéticos

Neutros: Sales con base y acido coloreados.
Ejemplo: Eosinato de azul de metileno,
Colorea al nucleo de un color y citoplasma
de otro.

No forman sales. Tifien aquellas sustancias que

3 — Indiferentes: tienen poder disolvente superior al del liquido que
ha servido para preparar la solucion colorante.
Ejemplo: Sudan 111, Rojo escarlata.
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Sustancias basofilas:
Son los componentes de las estructuras que se tifien con colorantes basicos.
Sustancias acidofilas:
Son los componentes de las estructuras que se tifien con colorantes acidos.
Sustancias neutrofilas:
Son los componentes de las estructuras gue se tifien con colorantes neutros.
Sustancias azurofilas:
Son los componentes de las estructuras que se tifien con azul de metileno.
Sustancias osmiofilas:
Son los componentes de las estructuras que se tifien con tetroxido de osmio.
Sustancias argirdfilas:
Son los componentes de las estructuras que se tifien con sales de plata.

Métodos de coloracion:

* Coloracion directa o sustantiva: Cuando existe una verdadera afinidad entre el
objeto y la sustancia colorante.

* Coloracion indirecta o adjetiva: Cuando requiere la intervencion de
intermediarios 0 mordientes para que la coloracion tenga lugar. EI mordiente puede actuar antes del bafio con
el colorante o formar parte de él. En éste ultimo caso, la combinacién formada recibe el nombre de “Laca”.
Ejemplo: Alumbre de Potasio o de Sodio.

* Coloracion progresiva: Se hace actuar al colorante hasta que llegue hasta su
punto Gptimo.

* Coloracion regresiva: Se realiza primero una sobrecoloracién y luego se
elimina el exceso de colorante por medio de diferenciadores. Este proceso se denomina “diferenciacion” y
se lleva a cabo con agua, alcoholes, bases o soluciones metélicas.

* Coloracion simple: Cuando se colorean solamente algunos elementos del
preparado. Como nucleos, fibras elasticas, glucégeno, etc.

* Coloracion combinada: Cuando se tifien los elementos nucleares y
citoplasmaticos, recurriéndose en general al empleo sucesivo de colores basicos y acidos que contrastan por
sus colores. Ejemplo: Hematoxilina, tifie de violeta el nicleo; Eosina, tifie de rosado el citoplasma.

* Coloracion panoptica: Es una coloracion combinada realizada sucesivamente
por colorantes neutros. Ejemplo: May — Griinwald — Giemsa.

* Coloracion pancrémica: Cuando en un solo bafio colorante actGan todos los
colorantes neutros que se necesitan. Ejemplo: Pancromico de Laverman, de Pappenheim.

* Coloracién en bloque: Colorea a la pieza en su conjunto antes de cortarla. Es
poco utilizada.

* Coloracion en cortes: Colorea cada corte por separado. Es el método mas largo
pero de resultados superiores.

Técnica de coloracion con Hematoxilina y Eosina:

Hematoxilina: Es un colorante nuclear, esta
cargado positivamente y es por lo tanto un colorante basico. Se deposita en los grupos fosfatos del ADN y
ARN que tienen carga negativa. Es el colorante nuclear méas utilizado. Se lo obtiene a partir de la extraccion
del palo de campeche (hematoxilon campechianum). La sustancia es incolora y ha de ser transformada
primero por oxidacion en hemateina que es el auténtico colorante. La hemateina es un colorante indirecto,
por lo que requiere el uso de un mordiente, que en la practica el mas usado es el Hemalumbre de Mayer, que
forma parte de la coloracién hematoxilina — eosina, y que estd compuesto por hemateina, alumbre de potasio
y acido citrico. Colorea al nicleo de color violeta. Es una coloracion progresiva.

Eosina: Es un colorante artificial, débilmente &cido
que pertenece al grupo de las fluoresceinas. Es facilmente soluble en agua. Colorea al citoplasma, tejido
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conjuntivo, fibras colégenas de rosado intensas. Quimicamente es un eosinato de potasio, siendo el &cido
eosinico el que actla en la coloracion. Es una coloracion regresiva y directa.

Procedimientos para colorear la muestra:

a) Desparafinizacion e hidratacion del corte: Dado que los
colorantes se hallan en soluciones acuosas, la parafina impedira su entrada. Como solvente de la parafina se
utiliza Benzol o Xilol, completando con el pasaje por alcoholes en orden decreciente 100°, 96°, 80°, 70°,
finalizando con agua destilada.

b) Coloracion propiamente dicha: comienza con la
hematoxilina, virado con agua corriente (débilmente alcalina) o agregando carbonato de litio. Se pasa luego a
la eosina, con la cual se sobrecolorea, para luego eliminar el exceso.

Coloracion vital:

Consiste en el empleo de soluciones muy diluidas de sustancias colorantes no téxicas,
para estudiar a una muestra de células o tejidos. Los colorantes utilizados son el Verde Jano, Azul tripan,
Rojo congo, Rojo neutro, Azul pirrol, etc. La coloracion vital se clasifica en:

a) Coloracién intravital: Se basa en la introduccion de colorantes no téxicos en el
organismo Vivo por vias digestiva, subcutanea, al torrente sanguineo o linfatico. Luego se mata al animal y
se sigue los pasos de la Técnica Histologica corriente. En la observacion microscépica se veran determinadas
estructuras que contienen el colorante.

b) Coloracion supravital: Se realiza sobre células libres, extraidas del organismo, como
el caso de células sanguineas, células de raspado de la mucosa bucal o vaginal, cortes finos de tejido
cartilaginoso que conserva su vitalidad. Hay que proceder a la observacion rapida antes de que comiencen
los procesos de post — mortem.

Coloraciones especiales:

Técnica de Papanicolaou: Se la utiliza para citologia exfoliativa. EI método
permite estudiar cantidad, forma y color de las células de la mucosa vaginal, obtenidas con fines
diagnosticos. Los colorantes utilizados son: Hematoxilina — orange G, verde brillante, eosina pardo de
Bismarck.

Las células que se observan desde la superficie hasta la profundidad son:
Acidofilas y basofilas superficiales (cariopicnoéticas), Intermedias, y Profundas (basofilas).

Técnica Tricromica de Masson: Se la utiliza para diferenciar tejido conjuntivo
del tejido muscular. El primero se tifie de azul o verde y el muscular de distintos tonos de rojo. Los
colorantes utilizados son: Punzd de xilidina y azul de anilina.

Técnica pandptica de Pappenheim (colorantes de May Grimwald Giemsa):
Se la utiliza para extendidos de sangre. La técnica consiste en: * Obtener una gota de sangre periférica.

* Hacer el extendido.

* Secar a temperatura ambiente.

* Cubrir con 15 gotas de May Griimwald, 15 minutos.

* Agregar igual cantidad de agua destilada en gotas, dejar 1 minuto y volcar sin
lavar.

* Cubrir con solucion de Giemsa (30 cc de agua destilada y 35 gotas del
colorante), dejar 10 — 15 minutos.

* Enjuagar con agua destilada, secar y montar.

Técnica de Impregnacion Argéntica: Coloracion especial que utiliza sales
metélicas como cloruro de oro, nitrato de plata, sales de cromo, originando precipitados metélicos. La técnica
consiste en tratar el material (ejemplo fibras reticulares) con una solucion de una sal reducible de plata y a
continuacion con un agente reductor, que actia como lo hacen los reveladores de fotografias, convirtiendo la
sal de plata en plata metalica, que torna de negro a los componentes que la toman. Una sustancia es
“Argentafin” cuando reduce la plata, y es “Argirdfila” cuando la impregnacion es posible luego de una
reduccion con mordientes o formalina.
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Técnicas Histoquimicas:

a) Técnicas de coloracion para proteinas: Se basan en el reconocimiento y localizacion de determinados
amino&cidos o bien se utilizan anticuerpos especificos marcados para determinadas proteinas.

b) Técnicas de coloracion para nucleoproteinas y acidos nucleicos: Para identificar al ADN y ARN se
cuenta con dos métodos:

* Métodos comunes a ambos &cidos nucleicos: A través del uso de
colorantes nucleares o basicos como la Hematoxilina, Azul de metileno o de Toluidina; a través la
absorcion de rayos ultravioletas de determinadas longitudes de onda; o bien, con el empleo de is6topos
radioactivos, como timidina tritiada que pone en evidencia la Timina del ADN, o uridina tritiada para
demostrar Uracilo en el ARN.

* Métodos de identificacion diferencial: REACCION DE FEULGEN
O DE FEULGEN - ROSEMBECK: Es especifica para ADN, pues depende del aztcar Desoxirribosa. Tras
una hidrdlisis ligera por la accion breve sobre los cortes de acido clorhidrico diluido, se logra la extraccion
del ARN vy la desintegracion de la unién desoxirribosa — purina, con liberacién de grupos aldehidos, sobre los
cuales actua el reactivo de Schiff (fucsina basica decolorada con anhidrido sulfuroso), con el que se tratan los
cortes. Se obtiene un color pdrpura o violeta oscuro en las estructuras que contienen ADN, color tanto méas
marcado, cuanto mayor es su concentracion. Se demuestra asi la ubicacion del ADN en la cromatina de
nucleos interfasicos, en cromosomas durante la mitosis, y muy pequefia cantidad en mitocondrias y en los
cloroplastos de las células vegetales.

c) Técnicas de coloracion para Hidratos de Carbono (Carbohidratos o Glacidos): Se utilizan los
siguientes métodos:

* Reaccion de PAS (Peryodic acid Schiff): Se basa en la liberacion de grupos
aldehidos por la accién oxidante del acido periédico y su evidencia ulterior por medio del reactivo de Schiff.
Tife de rojo o rojo purpura a las estructuras que han liberado los aldehidos. Seré positiva para las siguientes
estructuras: Membrana basal, células caliciformes, células que contengan glucégeno como por ejemplo los
Hepatocitos y las células musculares. Existen otras sustancias que no son hidratos de carbono pero que son
Pas positivas como los lipidos no saturados, fibras colagena y reticular.

* Método de Alcian Blue: Tifie selectivamente los polisacéridos acidos en solucién
de pH de 2,2 0 menos. Tiene también especial afinidad por los grupos sulfatados, coloreando de azul a los
mucopolisacaridos &cidos, y no tifie a los neutros.

d) Técnicas de coloracion para lipidos: Utilizando colorantes tipo Sudan 111, insolubles en agua y muy
solubles en grasa. No es un verdadero método de coloracion, sino un proceso de transferencia de color por
disolucion de la sustancia empleada en el lipido. Otros colorantes son Sudan IV, Rojo escarlata, Sudan
negro B, entre otros. Tener en cuenta que cuando se quiere proceder al reconocimiento de lipidos, es
necesario elegir un fijador que no los disuelva, aconsejandose formol al 10 % o liquido de Bouin en cortes
con micrétomo de congelacion.

6) MONTAJE FINAL:

Tiene por objeto mejorar la observacion, facilitar el manejo y aumentar la
duracion de los preparados histologicos. La coloracion deja totalmente embebido en agua al preparado y
debe ser eliminada. Esta parte de la Técnica Histoldgica consta de 4 pasos:

a) Deshidratacion: A través de alcoholes en forma creciente 70°, 80°, 96°, 100°.

b) Homogenizacion (aclaracion o diafanizaciéon): Con benzol o xilol,
adicionando &cido carbonico o fénico, muy avidos de agua.
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c) Colocacion del cubreobjeto: Para proteger la preparacion, se recubre con una
laminilla de vidrio muy fina y de diversos tamafios. Para adherir el cubreobjeto al porta, quedando entre
ambos el corte, se utiliza Balsamo de Canada, sustancia soluble en benzol o xilol, de modo que difunde bien
en el corte aclarado. Ademas su indice de refraccion es semejante al del vidrio, lo cual evita la desviacién de
los rayos luminosos.

TECNICA HISTOLOGICA PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
1) Utilizar fragmentos de menos de 1 mm.
2) Fijar con tetréxido de osmio, o aldehido glutarico, con el agregado o no de &cido tanico.
3) Deshidratar la muestra.
4) Inclusidn en resina epoxi, que dan la dureza necesaria para obtener cortes de 200 A°a 0,1 um.
5) Cortar con ultramicrétomo de avance muy lento y cuchillas de vidrio o diamante.
6) Recepcidn de los cortes en agua y luego en una rejilla de cobre recubierta por una delgada rejilla plastica
(Formvar), que sera la que sostenga el corte.
7) Pasar por acido 6smico, acetato de uracilo, sales de plomo, etc., que se depositaran sobre determinados
componentes celulares.
8) Observacion en pantalla fluorescente.
9) Toma de fotografias y ampliaciones a voluntad.
La Técnica es la misma para la microscopia de barrido.

METODOS INMUNOHISTOQUIMICOS

e Usa anticuerpos para moléculas especificas para detectar su presencia en los tejidos

e Los anticuerpos se obtienen inoculando proteinas a animales y extrayéndolos luego del suero
e Lareaccidn Antigeno - Anticuerpo se evidencia mediante una coloracion marrén dorado.
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PARTE Il: MICROSCOPIA

MICROSCOPIA
Se dispone de varios tipos de microscopios para el estudio de material bioldgico (células y tejidos).
Microscopio Microscopio Optico —— 5 Luz visible

:A Microscopio Electrénico i:M. E. Transmisién
M. E. Barrido

Microscopio Optico ————» | Partes Mecanicas:
l e Pie 0 base
o Estativo o brazo

Partes opticas: e Platina, Subplatina y Tornillos de centrado

e Tubo
* OC[.JIa.r e Tornillos macro y micrométricos
*  Objetivo e Revolver

o Condensador

Microscopio Electronico de Transmisién: (MET)

Reemplaza la luz visible por un haz de electrones que produce un muy alto poder de resolucion.

En este sistema se reemplazan los lentes (cristales) por campos electromagnéticos, estos producen la
amplificacion de la imagen. Este haz de electrones viaje en un tubo de alto vacio, la imagen formada es
registrada en la pantalla (monitor) o en una placa fotografica. La formacién de la imagen depende de la
dispersién de los electrones. La imagen se debe a la ausencia de esos electrones. Depende del nimero
atémico (de los atomos presentes en el objeto) y del grosor del objeto.

Los cortes son de 1/40 micras (250 Armstrong) de espesor. Se pueden obtener aumentos de hasta 160.000
veces.

Microscopio Electronico de Barrido: (MEB)

A diferencia de los microscopios Opticos, el MEB utiliza un haz de electrones que se trasladan en una
trayectoria libre de colisiones (columna de alto vacio) e interactian con el espécimen, recorriendo la
topografia de la muestra. EI bombardeo de la muestra con el haz produce un elevado nimero de sefiales, las
gue son captadas por un detector y transformadas en una imagen.

Para la observacion en alto vacio el material debe cumplir con dos requisitos: estar seco y ser conductivo.
Los pasos a seguir para acondicionarlas son los siguientes:

> Fijacién: Se realiza a fin de detener los procesos fisiologicos del material y conservarlos lo mas
parecido posible al estado vivo. Se usa una mezcla de solventes como el FAA (formol, alcohol y &c.
Acético).

> Deshidratacion: El agua presente en las muestras y/o en los fijadores al evaporarse, produce
contaminacién de la columna del MEB y deformacion de la superficie de la muestra. Por ello los
especimenes deben deshidratarse y secarse para su observacion. La deshidratacion se realiza por
tratamiento del material en una serie acetonica ascendente. El secado se lleva a cabo por el proceso
de punto critico, que consiste en reemplazar la acetona por anhidrido carbonico (CO2) liquido, el
cual pasa a la fase gaseosa sin generar calor de evaporacion. De este modo las muestras se secan sin
colapsarse, ya que no estan sujetas a los dafios causados por la tension superficial.
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» Metalizacidon: Los especimenes a observar se recubren con una delgada capa de material conductivo
(Au, Au/Pd, C), a fin de evitar los fendmenos de carga y dafio por barrido de electrones a la muestra.
El procedimiento para lograr este recubrimiento es la evaporacion del metal en atmosfera de plasma
de Argon.

ACTIVIDAD PRACTICA
CITOLOGIA

Preparado N° 1: EXTENDIDO CERVICO-VAGINAL. METODO DE PAPANICOLAOU.

La superficie del cuello uterino y de la vagina estan recubiertas por un epitelio plano estratificado, con
multiples capas. Este epitelio puede estudiarse obteniendo células con ayuda de espatulas, extendiéndolas
sobre un portaobjetos y tifiéndolas con el método de Papanicolaou (citologia cérvico-vaginal); esta técnica se
conoce como citologia exfoliativa y constituye el método de eleccion para la deteccion precoz del cancer
cervical y lesiones precursoras.

Se distinguen los siguientes tipos celulares:

A - Células superficiales: son de contorno poligonal, citoplasma amplio, en algunas acid6filo o eosinéfilo y
en otras basofilo. El nicleo es central, pequefio, picnético, cromatina condensada.

B — Células intermedias: son de contorno poligonal, citoplasma amplio, siempre baso6filo. El nucleo es
central, mas amplio, cromatina mas laxa.

C — Células profundas: son de contorno redondeado, citoplasma reducido, siempre basofilo. El nlcleo es
central, mas amplio, cromatina mas laxa.

Entre las células epiteliales pueden observarse células sanguineas, como respuesta a la inflamacion, las que
seran analizadas en actividades posteriores.

La observacion de extendidos cérvico-vaginales tiene como objetivo la practica del enfoque microscépico de
los preparados histoldgicos y la apreciacion de células y sus componentes principales, asi como el
reconocimiento de formas, dimensiones y propiedades tintoriales.

En el circulo que se encuentra al final de pagina, dibuje segun lo que se indica:

1. Enfoque la preparacion a menor aumento, establezca que se trata de células aisladas, libres, sin asociacion
0 sea un extendido.

2. Ubique una de las células en el centro del campo microscopico y enféquela a mayor aumento:
a. Indique citoplasma y nucleo.
b. Describa: forma, tamafio, citoplasma (basofilo-aciddfilo; homogéneo-heterogéneo), nucleo
(forma, tamafio, posicién, nucléolo/s, cromatina).
c. Sefiale el limite ndcleo-citoplasmaético.

3. Correlacione:

a. Forma celular con forma nuclear.

b. Tamafio celular con tamafio nuclear.
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