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El presente libro se ocupa de las células (citologia/biologia celular), los tejidos (his-
tologia) y los érganos (anatomia microscopica) de los seres humanos, el plano inter-
medio de la morfologia, entre la macroscopia y la bioquimica. Las conclusiones se
desprenden del razonamiento y de la investigacion con los microscopios 6ptico y
electrénico. En este capitulo se describen principalmente los aspectos metddicos
importantes para la evaluacion critica de los preparados microscépicos épticos y

1.1 Citologia/biologia celular,

histologia y anatomia
microscopica

1.1.1 Citologia/biologia celular

En la actualidad el estudio de la célula a menudo
recibe el nombre de biologia celular y se ocupa de la
estructura y la funcion. La estructura celular se
identifica en detalle sobre todo con la ayuda de la
microscopia electronica moderna. La funcion celular
puede determinarse mediante los diferentes métodos
de la biologia celular, entre ellos las técnicas inmu-
nohistoquimicas y citoquimicas. Los detalles funda-
mentales de la estructura y la funcién de las células
se presentan en forma abreviada en el capitulo 2,
dado que la biologia celular desempefia un papel
importante en todos los capitulos: es una clave funda-
mental para la compresion de todas las funciones de
los tejidos y los 6rganos. El término “citologia”, que
antes era sinénimo de biologia celular, se utiliza cada
Vez menos en este contexto.

1.1.2 Histologia

En sentido estricto la histologia es el estudio de los
tejidos. Los tejidos corresponden a un plano interme-
dio de organizacién del cuerpo y se prestan particu-
larmente bien para el estudio con el microscopio. Los
tejidos son “asociaciones de células con diferencia-
cidn semejante y sus derivados, las sustancias inter-
celulares” (W. Bargmann, 1957), que pueden clasifi-
carse segun determinados criterios. En la actualidad
se distinguen cuatro tejidos bésicos: tejido epitelial,
tejido conjuntivo (incluidos los tejidos de sostén),
tejido muscular y tejido nervioso. Esta clasifica-
cion se remonta a Albert Kolliker (1817-1905). Los
conocimientos citobiolégicos y ontogénicos moder-
nos permiten otras clasificaciones; asi, por ejemplo,
los limites entre las células tipicas del tejido conjun-
tivo (los fibroblastos) y algunas células del tejido
muscular se desdibujan: los llamados miofibroblastos
tienen caracteristicas especificas de los fibroblastos
por un lado y de las células musculares por el otro.
Las células musculares estriadas pueden ser células
epiteliales y el tejido nervioso exhibe coincidencias
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especificas con el tejido epitelial. Todos los 6rganos
estan compuestos por variantes especificas de los
cuatro tejidos basicos.

Cuadro 1-1 Ejemplos de 6rdenes de magnitud
de diferentes células y componentes celulares
]

Ovulo diferenciado = 250-300 um
1.1.3 Anatomia microscépic a C?lula de? ep'itelio injcestinal (al’tura) = 20-25 um
) . o » Célula epitelial del higado (segtin el = 15-30 um
La anatomia microscopica también se conoce estado funcional)
como “histologia de los _érgangs”, dado que rgquiere Mciies =8 um
el conocimiento de la C|to_log|a y la hIStO|Ong’i,y lo Eritrocitos =7,6 um
aplica a los 6rganos. Consiste en la comprension de . . .
la funciones de los 6rganos bajo la consideracign ~ tocondrias (longitud) - =25 um
concreta de las circunstancias morfolégicas micros- e e et e {25 2500 ¢ el =1-15 um
cdpicas Opticas y electrénicas. Claro que la anatomia Bacterias =1-2 um
microscopica también tiene un lado préactico diag- Virus = 10-100 nm
nostico; provee los conocimientos de la estructura Particula de glucégeno (particula B) = 0
microscépica normal, sana, de los érganos que deben Filamento de queratina =10 nm

rrollo y en la extension de su variabilidad para reco-
nocer y comprender las alteraciones patoldgicas.

1.2 Microscopia

Los microscopios son los instrumentos mas impor-
tantes para la identificacion y la comprension de los
principios generales y las particularidades especiales
en lo que se refiere a la estructura de las células, los
tejidos y los 6rganos. Los microscopios abren dimen-
siones a las que no tiene acceso el ojo desnudo. El
microscopio dptico se invento en el siglo xvi (Antoni
van Leeuwenhoek, 1632-1723) y desde entonces se
ha perfeccionado en forma incesante. Permite una
magnificacion de hasta 1.000 veces (1.000 x). El
microscopio electrénico comenzé su desarrollo en la
década del 30 del siglo xx y trajo consigo un aumen-
to considerable de la resolucion optica. En la précti-
ca rutinaria permite obtener aumentos de bastante
mas que 100.000 veces (100.000 x). Los datos
siguientes estan orientados hacia los intereses practi-
cos del estudiante de medicina.

1.2.1 Ordenes de magnitud

El limite de resolucion del ojo desnudo es de alre-
dedor de 0,08 mm, por lo cual puede identificar
estructuras de no menos de 100 wm de didmetro.

El microscopio éptico o microscopio de luz tiene
un limite de resolucion de aproximadamente 0,3 um
(en la practica, un aumento de alrededor de 1.000
veces), con lo cual pueden identificarse bien células
y bacterias. El limite de resolucion depende de la lon-
gitud de onda de la luz.

Los érdenes de magnitud habituales de la microsco-
pia Optica oscilan entre unos pocos milimetros (mm) y
algunos micrémetros (um, 1 mm = 1.000 um).

El microscopio electronico tiene un limite de reso-
lucion de alrededor de 0,3 nm; esto permite el estudio
de virus y de la ultraestructura de las células y de las
aglomeraciones proteicas grandes (filamentos cito-
plasmaéticos) o los biopolimeros (p. €j., glucégeno).

Los 6rdenes de magnitud de la microscopia elec-
tronica de rutina oscilan entre varios micrometros y
unos pocos nandmetros (nm, 1 wm = 1.000 nm).

En el cuadro 1-1 se ofrece un panorama general
sobre los érdenes de magnitud de diferentes células y
componentes celulares.

1.2.2 Microscopia optica

El microscopio 6ptico comun sigue siendo el ins-
trumento mas importante para la ensefianza de la his-
tologia, para el diagnéstico clinico y anatomopatolé-
gico y para la investigacion en la biologia celular.
Funciona con una fuente luminosa eléctrica cuyos
rayos iluminan y atraviesan el preparado desde abajo
(microscopia de luz transmitida).

Un microscopio Optico en esencia esta compuesto
por una fuente luminosa incorporada en el pie del
microscopio, cuya luz atraviesa el preparado y el sis-
tema de lentes del microscopio, un sistema de lentes
condensador, una platina, sobre la cual se coloca el
preparado histolégico que se desea examinar, objeti-
vos (en la mayoria de los casos 3 o 4, ubicados en un
dispositivo que rota para colocarlos uno a la vez, a
gusto, en el paso de los rayos) y un ocular. Sistemas
de diafragmas aumentan la claridad del preparado.
El aumento corriente de los objetivos en los cursos de
histologia es de 4, 10, 20 y 40 x. La imagen aumen-
tada que producen los objetivos se aumenta todavia
maés por la accion del ocular. El ocular esta en la parte
superior del microscopio, por donde se mira. El
aumento del ocular en la mayoria de los casos es de
10 x. El aumento total, con el cual puede observarse
un preparado, se obtiene del producto entre el aumen-
to del objetivo y el aumento del ocular, o sea, en el
ejemplo anterior, 40 (= 4 x 10) X, 100 (= 10 x 10) x,
200 (= 20 x 10) x y 400 (= 40 x 10) x.

En la investigacion se utilizan microscopios espe-
ciales.

Microscopia de contraste de fase El microscopio
de contraste de fase es particularmente atil para la
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observacion de células (de cultivos, protozoarios)
vivas (no tefiidas). Intensifica el contraste de las
estructuras celulares que apenas son visibles en el
microscopio de luz transmitida corriente. El objeto
(el preparado) mismo actla como divisor del rayo
luminoso para complementar trayectos de ondas
luminosas capaces de interferir.

Microscopia de interferencia En la microscopia
de interferencia (de Nomarski), el haz luminoso se
divide antes de atravesar el preparado por la accién
de un dispositivo optomecénico especifico. El
microscopio de interferencia también es particular-
mente apto para estudiar células vivas pero también
puede aplicarselo para la observacién de preparados
inmunohistoquimicos, en los cuales sélo estan tefii-
das células aisladas y su entorno carece de tincién.

Microscopia de fluorescencia Con la ayuda del
microscopio de fluorescencia pueden analizarse
estructuras celulares autofluorescentes o estructuras
a las que se les unen fluorocromos. De una eficacia
particular es la microscopia de epifluorescencia, en
la cual los rayos excitadores llegan al objeto desde
arriba. La técnica de la inmunofluorescencia indi-
recta combina la gran sensibilidad de la microscopia
de fluorescencia con la especificidad de los métodos
inmunohistoquimicos. Una desventaja puede ser el
rapido desvanecimiento de la imagen fluorescente.

Microscopia de polarizacion La luz polarizada
(que vibra en un solo plano) se utiliza en el micros-
copio de polarizacién para detectar y analizar estruc-
turas muy bien ordenadas, por ejemplo, fibrillas cola-
genas de distribucién paralela o fasciculos de fila-
mentos de miosina organizados en forma paralela en
las bandas A de la célula muscular esquelética o car-
diaca. En la luz polarizada estas estructuras con un
grado alto de orden se comportan como birrefringen-
tes (anisétropas). Brillan con claridad cuando trans-
curren diagonalmente entre dos filtros de polariza-
cién cruzados. Los componentes estructurales con un
orden irregular se comportan como monorrefringen-
tes (isotropos) y permanecen siempre oscuros en el
microscopio de polarizacion.

Videomicroscopia La videomicroscopia se realiza
con la ayuda de una videocamara de gran resolucion.
La imagen visible en una pantalla puede manipularse
electronicamente; por ejemplo, las manifestaciones
luminosas (sefiales) muy débiles y pequefias pueden
intensificarse. El procedimiento recibe el nombre de
“contraste de interferencia diferencial videopotencia-
do” (VE-Dic = Video-enhanced-differential-interferen-
ce-contrast). También puede aplicarselo con eficacia a
células vivas y, por ejemplo, puede rastrearse la migra-
cion de particulas mindsculas dentro de la célula.

Microscopia laser confocal La microscopia laser
confocal es un perfeccionamiento de la microscopia

de epifluorescencia. Un haz laser (la mayoria de las
veces un laser de cripton-argon) barre el preparado.
El analisis se realiza con la ayuda del procesamiento
electrénico de la imagen. La estructura especial del
microscopio permite el andlisis de preparados grue-
sos, los cuales pueden descomponerse Opticamente
en muchos planos (microtomografia). Las imagenes
de los planos individuales pueden armarse técnica-
mente en una imagen tridimensional.

1.2.3 Microscopia electronica

Se distinguen los siguientes tipos de microscopios
electronicos:

@ Microscopio electronico de transmision

I Microscopio electrénico de barrido

I Microscopio electrénico de barrido de efecto tanel

El microscopio electrénico de transmision per-
mite resoluciones que superan mucho la del micros-
copio dptico. Esto es posible porque en lugar de usar-
se la luz visible, con su longitud de onda natural, se
utilizan haces de electrones, cuya longitud de onda es
mucho menor. En los microscopios 6ptico y electro-
nico el trayecto de los rayos en principio es semejan-
te. En lugar de lentes de cristal se usan las llamadas
lentes electronicas (bobinas electromagnéticas). La
fuente de electrones es un catodo; el haz electrénico
es acelerado por alta tension y transcurre por un tubo
al gran vacio. La imagen se observa mediante una
lente de aumento binocular sobre una pantalla fluo-
rescente.

Con la ayuda del microscopio electronico de tras-
mision (MET) clasico pueden analizarse cortes de
tejido pequefios (1-3 mm?), muy delgados (30-80
nm) (cortes ultrafinos), preparados mediante una téc-
nica costosa y, en la practica, como continuacién de
la microscopia Optica. EI MET también permite el
andlisis de las réplicas finisimas que se preparan en
el &mbito de los métodos de criofractura.

Microscopio electronico de barrido Con el
microscopio electrénico de barrido (MEB) se
observan superficies naturales (o también artificia-
les) de objetos (epitelios, células, fibras extracelu-
lares, sustancias duras, érganos, animales enteros,
etc.). Antes de la observacion en el MEB el objeto
tiene que deshidratarse y cubrirse con una pelicula
delgada de metal noble (sombreado). EI MEB fun-
ciona sin lentes formadoras de imagenes. Un prepa-
rado se explora (“barre™) en lineas secuenciales con
un haz de electrones compacto. Para la formacion
de la imagen sirven los electrones retrodispersados
(electrones secundarios). El detector es un disquillo
de centelleo. Las sefiales luminosas de este disqui-
llo son intensificadas por un fotomultiplicador y
retroconvertidas en sefiales eléctricas. La imagen
del MEB, que de nuevo se ve en una pantalla fluo-
rescente, aparece sucedaneamente a través de un
barredor de lineas.
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Microscopio electronico de barrido de efecto
tianel El microscopio electronico de barrido de efec-
to tanel permite el andlisis de superficies con una
resolucion atémica. Aqui solo pueden examinarse
superficies de barrido minasculas (de alrededor de
1um?).

1.3 Realizacion de preparados

Los métodos resefiados a continuacion se utilizan
para realizar los preparados histoldgicos habituales
en la practica de la anatomia, la anatomopatologia y
la investigacion clinica asi como en los cursos de his-
tologia. Una mirada a estas técnicas también deberia
fomentar el conocimiento y la critica de los métodos.
Los pasos metodolégicos descritos aqui son consecu-
tivos (fig. 1-1):

I Fijacion

I Inclusion

@ Realizacion de los cortes
B Coloracion.

1.3.1 Fijacion

La fijacion tiene por objetivo:

[ Mantener en la medida de lo posible el tejido en
su estado natural y evitar su desintegracién o su
autolisis.

Endurecer el material y asi conseguir una mejor
capacidad de corte.

I Eliminar las bacterias u otros agentes etioldgicos
de enfermedades que existan en la muestra para el
examen.

Muchos medios de fijacion, por ejemplo, la solu-
cién de formaldehido neutra al 5%, el &cido picrico,
el sublimado corrosivo y el alcohol, son precipitantes
de las proteinas y formadores de redes proteicas.
Mediante la alteracién de la estructura de las protei-
nas y otras acciones de los medios de fijacion el esta-
do celular inicial se modifica y se produce una trans-
formacidn mas o menos obvia de la estructura natural
de la célula viva. El resultado es una Illamada imagen
de equivalencias de caracteristicas constantes, con la
cual puede trabajarse con confianza, segln lo
demuestra la experiencia de décadas. Sin embargo,
no debe olvidarse nunca que se examinan células
muertas y con modificaciones quimicas y que es
imprescindible reunir intelectualmente los resultados
de muchos métodos diferentes para obtener una ima-
gen de la célula viva y su dindmica. Con frecuencia
las muestras de tejido sencillamente se sumergen en
las soluciones fijadoras (fijacion por inmersion). Un
resultado mejor se consigue con la ayuda de la fija-
cion por perfusion, mediante la cual el 6rgano que
debe fijarse se infiltra con el medio de fijacion a tra-
vés de su propio sistema vascular y asi se fija.

1.3.2 Inclusion

La preparacion de cortes finos (de alrededor de 5-8
um en los preparados de rutina para la microscopia
Optica) de fragmentos de 6rganos fijados se realiza
con la ayuda de instrumentos especiales (micréto-
mos). Las muestras de tejido fijadas se colocan en un
disolvente adecuado para poder incluirlas en parafina
liquida y luego cortarlas, una vez que la parafina se
solidifica. Como disolvente se usa una serie gradual
de alcoholes de concentracién creciente que no sélo
conduce a la extraccion completa del agua y asi a un
endurecimiento adicional del objeto sino que al
mismo tiempo también disuelve la mayor parte de los
lipidos de las células y los tejidos. En esta fase de la
realizacion del preparado hay amplias posibilidades
de que aparezcan artefactos, como retracciones y des-
garros del tejido. Como medio de inclusion en la
microscopia optica habitualmente se utiliza la para-
fina o mejor el Paraplast. Se logran preparados his-
toldgicos buenos en particular cuando para la inclu-
sion se utiliza una resina sintética (p. ej., metacrila-
to). En el texto que sigue y en los epigrafes de las
figuras los preparados incluidos en esta forma se
identifican con la palabra “plastico”. Los cortes de
material incluido en pléstico tienen un espesor de
solo 1-2 um y muestran las estructuras celulares e
histicas mas claramente que los cortes de material
incluido en parafina, en los cuales muchas estructuras
aparecen superpuestas.

En la criomicroscopia también se logra el endure-
cimiento de la muestra de tejido mediante la coloca-
cion de los fragmentos de 6rganos frescos en nitroge-
no liquido y el corte posterior en un micrétomo de
congelacion especial, pero se evita la extraccion del
agua (deshidratacién) con el peligro de la retraccion
del tejido y los solventes que disuelven los lipidos.
Asi, muchos componentes moleculares de los tejidos
se mantienen en su configuracién natural y luego
pueden demostrarse con métodos histoquimicos, por
ejemplo, las enzimas de la cadena respiratoria. La
preparacion de cortes por congelacion puede realizar-
se con mucha rapidez, de modo que es posible, por
ejemplo, efectuar un diagndstico histolégico intrao-
peratorio.

1.3.3 Cortes y coloracion

Las muestras cortadas a un espesor de unos 5-8
um con la ayuda de un micrétomo (fig. 1-1) y adhe-
ridas con firmeza a portaobjetos deben colorearse
para lograr un contraste mejor de los componentes
celulares e histicos individuales. Sin embargo,
como las soluciones colorantes habituales son en su
mayoria soluciones acuosas el corte tiene que des-
parafinarse y rehidratarse en pasos intermedios adi-
cionales. Luego de este tratamiento previo los
diversos elementos celulares e histicos captan
los colorantes de las soluciones con afinidad varia-
ble, en lo cual las fuerzas electrostéticas entre los
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Fig. 1-1 Realizacion de preparados. Representacion de los pasos consecutivos que se requieren para obtener, a partir de una

muestra de tejido fresco, un corte histolégico coloreado apto para el examen microscopico déptico. (De [1])

colorantes y los componentes celulares e histicos
con frecuencia cumplen un papel decisivo. Los
componentes con cargas eléctricas negativas (com-
ponentes anidnicos), como el DNA, captan coloran-
tes basicos (cationicos), por ejemplo la hematoxili-
na, y se llaman baséfilos. Son basofilos, por ejem-
plo, el nucleo celular y las granulaciones de Nissl.
Los componentes celulares e histicos con cargas
eléctricas positivas, o sea los componentes catiéni-
cos, captan los colorantes &cidos (aniénicos) y se
denominan acidofilos o eosinofilos, porque el colo-
rante acido de uso mas frecuente se llama eosina.
Los colorantes cidos tifien, por ejemplo, los eritro-
citos y el colageno. Ademas de unas pocas colo-
raciones de rutina hay una gran cantidad de colora-
ciones especiales.

Coloracion de rutina La coloracion de rutina tipica
es la tincién con hematoxilina y eosina (H-E) (fig.
1-2). La hematoxilina tifie de azul violeta los nlcleos
y las partes del citoplasma con una abundancia de
reticulo endoplasmatico rugoso. La eosina tifie
de rojo otras partes del citoplasma asi como muchos
componentes extracelulares fibrosos. El color azul
violeta se debe a la existencia de regiones con carga
negativa en el preparado (acidos nucleicos [DNA,
RNA], algunas mucinas y proteoglucanos extracelu-
lares).

Otras coloraciones de rutina (cuadro 1-2) son la
tincion con azan, la tricrémica de Masson (fig. 1-3)
y la tricromica de Goldner (fig. 1-4), las cuales per-
miten identificar particularmente bien la distribucion
del colageno.
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Las tinciones para elastina tornan visible la elas-
tina de las fibras elasticas (fig. 1-5).

Métodos histoquimicos Entre las tinciones especia-
les los métodos histoquimicos ocupan una posicion
prioritaria; en el cuadro 1-2 se resefian las tinciones
de uso frecuente. Con la ayuda de la histoquimica de
sustrato y enzima puede demostrarse una gran canti-
dad de las més variadas sustancias quimicas defini-
das, como muchas enzimas, glucégeno, acidos ribo-
nucleico y desoxirribonucleico, proteinas, proteoglu-
canos, lipidos, etc., en el sitio de su ubicacién natural
en células y tejidos, con lo cual se obtiene una buena
idea de los acontecimientos celulares dinamicos (fig.
1-6).

En el pasado reciente la inmunohistoquimica ha
experimentado un desarrollo especial. Con la ayuda
de esta técnica pueden demostrarse enlaces quimicos
especificos, sobre todo de péptidos y proteinas, por
medio de una reaccion antigeno-anticuerpo (fig. 1-7).
Hay varias técnicas individuales, pero lo fundamental
es que el corte de tejido en cual se desea demostrar un
componente quimico determinado (un antigeno)
siempre se incuba con una solucién que contiene un

Fig. 1-2 Tincion con hematoxilina y eosina (H-E). Nicleos
celulares en azul oscuro o violeta; citoplasma y sustancia
intercelular en rojo. Glandulas cuténeas de un antilope
(Aepyceros melampus): 1 glandulas odoriferas (apocrinas);
2 glandulas sebaceas (holocrinas); 3 tejido conjuntivo.
250 X.

anticuerpo especifico contra el antigeno buscado. El
anticuerpo se une a los sitios de las células o del espa-
cio extracelular en los cuales esta el antigeno y asi lo
demuestra in situ.

La visualizacién de la reaccion se consigue de
modos diferentes; por ejemplo, el anticuerpo puede
marcarse con una sustancia fluorescente o pue-
de demostrarse, en un segundo paso, en una reaccion
con otro anticuerpo marcado con una enzima (a
menudo peroxidasa). La determinacion de la enzima
se realiza entonces con métodos enzimohistoquimi-
cos clésicos.

En la autorradiografia precursores radiactivos del
DNA (®H-timidina) o del RNA (®H-uridina) se inyec-
tan en forma intravenosa en animales de experimen-
tacién. Estos precursores se incorporan en los nicle-
0s (DNA) o en el nucléolo o los ribosomas (RNA).
Los cortes de tejido se cubren con una emulsion foto-
grafica cuyos cristales con contenido de plata se
ennegrecen por la radiactividad y marcan los sitios de
incorporacion del precursor en cuestion. En el caso
de la marcacion de DNA se exponen los nucleos en la
fase S. Con este método también puede determinarse
la velocidad del recambio celular.

Fig. 1-3 Tincion tricrémica de Masson. Semejante a la colo-

racién con azén (azocarmin + azul de anilina). Fibras cola-
genas del tejido conjuntivo (1) en azul oscuro; componen-
tes celulares en diversos tonos de rojo. Glandulas cutaneas
de una antilope (Aepyceros melampus): 2 glandulas odorife-
ras (apocrinas); 3 glandulas sebaceas (holocrinas). 250 x.
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Cuadro 1-2 Tinciones histolégicas. (De [1])

Tincién Niicleos Citoplasma Fibras colagenas Fibras elasticas
H-E Azul violeta Rojo; regiones con Rojo Sin tincién o rosa
(hematoxilina-eosina) abundancia de riboso-

mas y RER azul violeta

Azan Rojo brillante Rosa pélido a azul Azul Sin tincion (solo si
(azocarmin/azul de tenue estan presentes en
anilina/naranja G) grandes cantidades,

como en las membranas
elasticas o los ligamen-
tos elasticos: rojo a azul

10jiz0)
Para elastina = = = Negro violeta (resorcina-
(resorcina-fucsina u orceina) fucsina); rojo pardo
(orceina)
van Gieson Azul negro Amarillo a pardusco Rojo Sin tincién especial
(hematoxilina férrica/acido picri- claro (s6lo si estan presentes
co/fucsina acida) en aglomeraciones grue-

sas, como en las mem-
branas elasticas o los
ligamentos elasticos:

amarillo)
Tricromica de Goldner Pardo negro Rojo ladrillo Verde A menudo sin tincion
(hematoxilina férrica/azofloxi- especial (en parte, ver-
na/verde luz) doso a rojo claro)
EH Heterocromatinay = Algunos componentes,  Sin tincién especial o Gris tenue
(hematoxilina férrica) de nucléolo azul negro p. €j., centriolos, cino-  gris amarillento
Heidenhain (particularmente apta cilios y haces de fila-
para la identificacién de algunas mentos intermedios,
estructuras celulares asi como de aparecen de color
las estriaciones transversales negro profundo
musculares)
Tinciones histoquimicas
Reaccion del PAS Tincion rojo violeta. El acido peryddico forma grupos aldehido en el glucogeno y en los componentes

sacaridos de las glucoproteinas. El reactivo de Schiff los tifie de rojo violeta.

Azul alciano Tincion azul. Diversos componentes con carga eléctrica negativa (polianiones), p. €j., moco sulfata-
do, glucosaminoglucanos, hialuronano.

Tinciones para lipidos Segiin el colorante, p. €j., naranja-rojo o pardo. Lipidos, p. €j., triacilgliceroles o lipidos de las vainas
(p-ej., Sudan IIT; Sudan negro; de mielina.

aceite rojo 0)

Tincion de Feulgen para DNA Tincion parpura. El HCl forma grupos aldehido en la desoxirribosa, la pentosa del DNA. Los grupos
aldehido reaccionan con el reactivo de Schiff, el cual tifie selectivamente de pirpura la cromatina
que contiene DNA.

Azul de toluidina Tincion azul. El azul de toluidina, un colorante basico, se une selectivamente a los grupos fosfato de
(basofilia selectiva) carga negativa del DNA y del RNA. En consecuencia, se tifien la cromatina (DNA), el nucléolo y los
ribosomas (RNA).
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Fig. 1-4 Tincién de Goldner, coloracion tricromica de uso
corriente que tifie las fibras colagenas del tejido conjun-
tivo (1) de verde turquesa y las porciones celulares de rojo
violeta a rojo pardo. Duodeno de un gato: 2 mucosa; 3
glandulas de Brunner en la submucosa. 200 x.

Fig. 1-6 Tincién con PAS (acido peryédico-reactivo de
Schiff), identificacion de moco y glucoproteinas neutras,
asi como glucdgeno. Aqui el moco de las células mucosas
de la glandula submandibular (humana) esta tefiido de
plrpura intenso; otras estructuras poseedoras de gluco-
proteinas, entre ellas las membranas basales, aparecen
mas tenues. Coloracién de contraste de los nicleos celu-
lares con hemalumbre (tono semejante al de la hematoxi-
lina). 200 x.

Fig. 1-5 Tincién para elastina (resorcina-fucsina), detec-
cién selectiva de membranas y fibras elasticas (—).
Arteria muscular humana: 1 luz vascular; 2 membrana
elastica interna, compuesta por una lamina elastica grue-
sa de trayecto ondulado; 3 tiinica media; 4 tinica adven-
ticia. 400 x.
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Fig. 1-7 Determinacion inmunohistoquimica de la cito-
queratina 19 (CK19), un componente del citoesqueleto,
en un bronquio pequefio humano. S6lo una parte de las
células epiteliales exhibe una reaccién positiva (colora-
cién parda); en su mayoria se trata de células basales o
células en crecimiento. 250 x.
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En la hibridacion in situ pueden localizarse acidos
nucleicos en el corte histologico mediante sondas
complementarias (oligonucledtidos de DNA o RNA
marcados radiactivamente o no radiactivamente).
Con la hibridacion in situ pueden demostrarse en el
corte secuencias de DNA o RNA especificas. El
método también puede aplicarse en cromosomas, en
extendidos celulares o en preparados de cuerpo ente-
ro de animales pequefios.

1.3.4 Artefactos

Por razones diversas (p. ej., mala fijacion, solucio-
nes colorantes viejas, mellas en la cuchilla del micro-
tomo) pueden aparecer alteraciones en los preparados ~ Fig. 1-9 Defecto de corte. Pequefios desgarros del tejido
histologicos (figs. 1-8 y 1-9) que son de causa pura- (valvula adrtica humana) producidos por una mella en la
mente técnica y reciben el nombre de artefactos. El cuchilla del microtomo. Resorcina-fucsina; 100 x. (De [1])
conocimiento de estos artefactos es muy importante
en el examen de un preparado.

.t . falta de tiempo casi nunca es posible en los cursos de
1.3.5 Preparados de tejidos ivos histologia. En la investigacion la microscopia
Con el microscopio también pueden estudiarse de células vivas, por ejemplo en cultivos celulares, ha
células y tejidos vivos, lo que lamentablemente por experimentado una gran expansion, sobre todo por-
que se desarrollaron procedimientos microscopicos
especiales, como la microscopia de contraste de fase
y la microscopia de interferencia, que intensifican el
contraste de las estructuras celulares vivas (fig. 1-10).
En el microscopio de luz transmitida corriente este
contraste es muy débil pero con el uso de sustancias
coloreadas o marcadas con colorantes fluorescentes
es posible, entre otras cosas, seguir la dindmica de los
procesos de endocitosis o la reestructuracion de las
prolongaciones celulares. Las variantes de la micros-
copia vital son, por ejemplo, la aplicacién de la luz
ultravioleta, la microscopia de polarizacion y la
microscopia de campo oscuro.

1.4 Técnicas especiales de la
microscopia electronica

1.4.1 Microscopia electronica
de transmision

En la microscopia electronica de transmision se
necesitan procedimientos de fijacién particularmente
cuidadosos para obtener una imagen lo mas fiel posi-
ble al original de la estructura de las células vivas. El
tejido debe colocarse rapidamente en la solucion fija-
dora, en lo posible de inmediato o al menos a los
pocos minutos de la extraccion o la muerte. Si se tra-
baja con animales de experimentacioén, lo 6ptimo es
la fijacion por perfusion del animal anestesiado. La
solucion fijadora es el glutaraldehido amortiguado y

Fig. 1-8 Hendidura por retraccién (*) entre la base del a la fijacion le sigue una posfijacion con tetroxido de
epitelio y el zocalo de tejido conjuntivo de las vellosida- osmio. El metal pesado osmio se une a los lipidos y
des intestinales, el denominado espacio de Griinhagen aumenta, por ejemplo, el contraste de las membranas
(veyuno, humano). Azan; 270 x. bioldgicas. La inclusion se realiza en resinas sintéti-
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Fig. 1-10 Fibroblastos vivos en un cultivo celular, micros-
copia de contraste de fase. Ademas del ntcleo, algunos
organulos granulares y el limite celular general, los deta-
lles de la estructura de estas células apenas pueden dis-
tinguirse. 450 x.

cas como Araldita o Epon. Con ultramicrétomos se
realizan cortes de 30 a 80 nm de espesor. Estos cor-
tes son tan finos que las estructuras celulares que
contienen deben contrastarse (“tefiirse”) (fig. 1-11)
con acetato de uranilo, citrato de plomo y en ciertos
casos acido fosfotlngstico.

En la investigacion experimental pueden utilizar-
se sustancias acopladas a metales (oro, hierro,
cobre). Los metales en los preparados para la
microscopia electronica de transmision tienen un
gran contraste y, en consecuencia, se identifican
bien. Asi, por ejemplo, en una serie de investiga-
cion temporal se puede seguir el trayecto de un
componente invisible en si mismo, como una glu-
coproteina, desde su captacion en la célula hasta su
degradacion. Ademas, pueden localizarse compo-
nentes moleculares definidos en forma precisa con
la ayuda de métodos diversos, por ejemplo proteo-
glucanos o glucosaminoglucanos.

Fig. 1-11 Ultraestructura
celular en el microscopio
electrénico de transmi-
sion. Célula epitelial del
higado de la rata con un
nucleo grande (1) y los
organulos tipicos. 2 reticu-
lo endoplasmatico rugoso;
3 reticulo endoplasmatico
liso; 4 aparato de Golgi; 5
mitocondrias; 6 lisosomas.
Estas células contienen
mucho glucdgeno (7) en
forma de inclusiones. En la
superficie que forma los
canaliculos biliares (8) la
célula exhibe microvellosi-
dades.— Nucléolo. 12.000 x.
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Fig. 1-12 Microfotografia

En la inmunoelectromicroscopia es posible
demostrar in situ en el microscopio electronico de
transmisidn sustancias marcadas con oro.

En un procedimiento especial, la generacion de
contraste negativo, pueden ponerse sobre una peli-
cula transparente finisima particulas celulares, bacte-
rias o virus. Los objetos se rodean de precipitados de
metales pesados, con lo cual aparecen claros en un
entorno oscuro.

En el método de la criofractura las superficies
liberadas de pequefias muestras histicas congeladas a
muy baja temperatura se cubren con una pelicula
metalica finisima. La réplica obtenida de ese modo se
observa con el microscopio electrénico de transmi-
sion (véanse pp. 20, 32, 34 y 38). Las membranas
celulares se parten a lo largo de su centro hidréfobo,
de modo que las caras interiores de las hojuelas
externa e interna de la membrana quedan libres y
pueden analizarse.

1.4.2 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrénica de barrido tiene su
fundamento en principios propios y permite el anli-
sis de superficies celulares y epiteliales genuinas
(fig. 1-12).

1.5 Interpretacion de los cortes
histologicos

Para poder realizar una evaluacion mas critica del
mensaje y las conclusiones de los cortes histologicos

electronica de barrido
de polen de avellano.
1.700 x.

siempre hay que tener en cuenta una serie de verda-

des simples:

@ El corte histoldgico provee s6lo una instantanea,
producto del proceso de fijacién, de un todo vivo
en cambio continuo.

B La gran mayoria de los cortes representan so6lo
una rodaja finisima de una parte casi siempre
pequefia de un drgano tal vez muy grande, por
ejemplo, el higado. La no homogeneidad en la
distribucion de ciertas estructuras puede hacer a
que no siempre se las encuentre en cada corte.

I El corte histol6gico genera una imagen bidimen-
sional plana de las células y los tejidos siempre
tridimensionales, de cuyo volumen es posible
darse una idea s6lo con la implementacion de téc-
nicas determinadas (p. €j., el uso de cortes grue-
s0s), en este caso mediante el denominado tran-
senfoque de los cortes.

No obstante, las conclusiones inmediatas sobre la
forma real de los elementos estructurales de las célu-
las y los tejidos o de formaciones organizadas supe-
riores en el corte individual sélo son posibles en
casos excepcionales y s6lo puede extraérselas con
precaucion. Algunos ejemplos simples aclaran esto
(fig. 1-13). Para facilitar la comprension se represen-
tan los cortes en los planos diferentes de objetos bien
conocidos. Por ejemplo, si un huevo cocido (duro) se
corta en sentido transversal en la region de uno de sus
dos polos o se le practica un corte longitudinal muy
periférico en ninguno de esos cortes estara contenida
la yema central, lo cual no niega su existencia.
Asimismo, los cortes longitudinales o transversales
de un tubo recto o curvo dan como resultado image-
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Fig. 1-13 Interpretacion de las imagenes de los cortes.

Los cortes transversal y longitudinal de un tubo curvo (a)
o recto (b), de un huevo de gallina (c) o de una naranja
(d) pueden permitir —tomados por si solos— la deduccién
tanto de la forma espacial como de la composicién de cada
una de las imagenes en cuestion. (De [6])

nes muy diferentes segiin dénde y cémo se incida el
tubo. Cabe esperar imagenes de corte muy similares
cuando se trata de tubos biol6gicos, por ejemplo, los
vasos sanguineos o los tubulos renales. Incluso una
naranja, que en forma aproximada es comparable con
las porciones secretoras (acinos) de las glandulas, al
igual que estas da imagenes diferentes segln la orien-
tacion del corte.

Las siluetas circulares, exactamente igual en la
dimension microscopica dptica que en la electrdnica,
pueden derivar, por ejemplo, de cortes transversales
de cilindros, esferas, elipsoides o conos. Si todas las
siluetas de un preparado son del mismo tamafio, esto
hablaria antes que nada de la existencia de cilindros
paralelos del mismo diametro, dado que es improba-
ble que las otras formaciones posibles, por ejemplo
esferas 0 conos, se hayan seccionado en el mismo
sitio de su contorno.

Desde hace mucho que la aparicién de dos cortes
nucleares en una célula no es una demostracion de
binuclearidad sino que casi siempre tiene su origen
en un nucleo contorneado que el corte interesa dos
Veces.

1.6 Reglas basicas para
el diagnostico

Para identificar con seguridad un preparado histol6-
gico desconocido y poder realizar su diagnéstico

12
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diferencial hay que tener en cuenta algunas reglas
bésicas:

I El preparado siempre tiene que observarse prime-
ro a simple vista, dado que ciertos 6rganos ya
pueden diagnosticarse con un alto grado de pro-
babilidad por la orientacion tipica del corte, por
ejemplo un corte sagital de la hipdfisis, un corte
transversal de la suprarrenal o un corte longitudi-
nal del intestino delgado.

B A continuacion el preparado se mira con el obje-
tivo méas débil del microscopio. Se buscan princi-
pios organizativos concretos: ¢hay una zona
interna y una zona externa (correspondientes a
médula y corteza)? ;Se encuentra una superficie
natural (cubierta por epitelio) o una cépsula?
¢Hay regiones con propiedades tintoriales com-
pletamente diferentes? ¢Aparece alguna luz?
¢Hay elevaciones regulares de la superficie, por
ejemplo, pliegues?

B Se realiza el examen minucioso de todo el
corte con el objetivo mas débil, es decir que tie-
nen que haberse visto todos sus bordes libres
pues s6lo entonces puede resolverse con seguri-
dad una de las cuestiones més importantes para
el diagndstico diferencial, a saber: ¢hay algin
epitelio en algun sitio del preparado? En caso
afirmativo, primero se diagnostica con preci-
sién el epitelio, dado que de alli ya surge una
direccion determinada en la meta del diagndsti-
co diferencial.
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Esto se aclara con un ejemplo: si se encuentra un
“epitelio simple cilindrico” teéricamente habria que
pensar en un corte de una parte del tubo digestivo o
de la trompa uterina o del Gtero. Para corroborar el
primero de estos dos diagnosticos presuntivos se
busca la organizacion en capas tipica del tubo diges-
tivo y con la identificacion de esta puede establecer-
se con seguridad que el preparado es del tubo
gastrointestinal. En cambio, si falta esta estructura
estratificada tipica es cierto el segundo de los dos
diagnésticos presuntivos. Para confirmarlo, en el epi-
telio se buscan los posibles cinocilios —caracteristicos
de la trompa uterina y de la mucosa del Gtero en
determinadas fases del ciclo—. Asi se relaciona el
resto de los elementos estructurales del corte, por
ejemplo, pliegues muy ramificados (trompa uterina)
y la invaginacion del epitelio para formar tubulos
glandulares (mucosa uterina). Si no hay cinocilios ni
glandulas tubulares pero en la superficie aparecen
pliegues delgados cubiertos de epitelio simple cilin-
drico debe considerarse el diagnostico diferencial de
vesicula biliar.

El diagnostico de un preparado histolégico a menu-
do puede realizarse con el aumento menor y como
mucho con un aumento mediano. Un ejemplo tam-
bién lo aclara: en el diagnoéstico diferencial de las
glandulas serosas debe incluirse en las consideracio-
nes el pancreas. Sin embargo, como los islotes de
Langerhans, otras veces tan confiables como criterio
diagnéstico diferencial, son poco frecuentes en la
region de la cabeza y en el proceso unciforme del
pancreas y en algunos cortes faltan por completo, hay
que pensar en la existencia abundante en los seres
humanos de las denominadas células centroacinosas
como buena caracteristica diferencial frente a todo el

resto de las glandulas serosas. No obstante, en la
mayoria de los casos la identificacion de estas células
como tales (para lo que se necesita una resolucion
relativamente alta y también algo de experiencia) les
resulta mas dificil a los principiantes que distinguir
un criterio diagndstico diferencial simple, a saber, la
ausencia total de conductos estriados en el pancreas.
Sin embargo, con el uso de aumentos grandes, a
causa de que el sector examinado es demasiado
pequefio, esto con frecuencia pasa inadvertido y
puede realizarse un diagnéstico incorrecto del prepa-
rado.

Reglas basicas para el diagndstico de un preparado

histoldgico:

B Primero mirese el preparado a simple vista y
determinese si es de un 6rgano macizo o hueco
y si los bordes del corte son artificiales (rectos) o
corresponden a superficie naturales.

@ Luego mirese en el microscopio con el aumento
menor y determinese si hay una organizacion
definida, por ejemplo, en corteza/médula, en
lobulillos o configuraciones luminales determina-
das y qué epitelios se encuentran en las superfi-
cies naturales.

@ Examinese minuciosamente todo el corte con los
aumentos menor y mediano. Procédase a un diag-
nostico histico especifico cuidadoso y a la identi-
ficacién de los cortes tangenciales y de los arte-
factos.

@ Solo utilicese gran aumento para los detalles celu-
lares, por ejemplo, para la diferenciacion entre
cinocilios y borde en cepillo.
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