Técnica histologica y microscopia

GENERALIDADES DE LAS TECNICAS UTILIZADAS EN HISTOLOGIA | |

PREPARACION DEL TEJIDO | 2

Tincién con hematoxilina y eosina de muestras fijadas en formalina | 2

Otros fijadores | 3

Otras técnicas de tincién | 5

HISTOQUIMICA Y CITOQUIMICA | 5

Composiciéon quimica de las muestras histolégicas | 5

Fundamentos quimicos de la coloracién | 6

Colorantes dcidos y bdsicos | 6

Metacromasia | 7

Grupos aldehido y el reactivo de Schiff | 7

Digestion enzimatica | 8

Histoquimica enzimatica | 9

Inmunocitoquimica | 9

Técnicas de hibridacién | 12

Radioautografia | 13

MICROSCOPIA | 13

Microscopia 6ptica | 13

Examen de un preparado histolégico con el microscopio éptico | 15

Otros sistemas 6pticos | 19

Microscopia electrénica | 21

Microscopia de fuerza atémica | 24
Recuadro 1.1 Correlacién clinica: biopsias por congelacién | 4
Recuadro 1.2 Consideraciones funcionales: microespectrofotometria de Feulgen | 8
Recuadro 1.3 Correlacion clinica: anticuerpos monoclonales en medicina | 10
Recuadro 1.4 Uso correcto del microscopio éptico | 16
Recuadro 1.5 Consideraciones funcionales: desarrollo de la microscopia electrénica | 23

GENERALIDADES DE LAS curso de histologia se puede formular en los términos
TECNICAS UTILIZADAS EN de la microscopia optica, que los estudiantes manejan
HISTOLOGIA en las practicas de laboratorio, pero la interpretacién

mas detallada de la microanatomia se fundamenta en la
microscopia electrénica (ME), tanto con el microscopio
electronico de transmision (MET) como con el micros-
copio electronico de barrido (MEB). La ME, dado su
aumento mds util y su resoluciéon mayor, suele ser el
ultimo paso en la adquisicion de datos al que se recu-

Las técnicas utilizadas por los histélogos son diver- rre entre las muchas técnicas auxiliares de la biologia
sas en extremo. La mayor parte de los contenidos de un  celular y molecular. Estas técnicas auxiliares incluyen: 1

El objetivo de un curso de histologia es conducir
al estudiante a comprender la microanatomia de
las células, los tejidos y los érganos y a
correlacionar la estructura con la funcién
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Histoquimica y citoquimica.

Inmunocitoquimica y técnicas de hibridacion.
Radioautografia.

Cultivo de tejidos y drganos.

Separacion de células y organulos por centrifugacion
diferencial.

e Microscopios y técnicas microscopicas especializadas.

Es posible que los estudiantes se sientan distantes de
estas técnicas y procedimientos experimentales porque
los programas actuales de la asignatura no suelen con-
templar una experiencia directa con ellos. Sin embargo,
es importante saber algo acerca de los procedimientos
especializados y los datos que proporcionan. En este capi-
tulo se presenta un panorama general de estas técnicas y una
explicacion de la forma en que los datos aportados por ellas
pueden ayudar al estudiante a comprender mejor la estruc-
tura y la funcion de las células, los tejidos y los 6rganos.

Uno de los problemas que enfrentan los estudiantes
en histologia es comprender la naturaleza de la imagen
bidimensional de un preparado histolégico o una
microfotografia electrénica y la forma en que esta se
relaciona con la estructura tridimensional de la cual
proviene. Para salvar esta brecha conceptual primero
tenemos que presentar una breve descripcién de las
técnicas utilizadas para preparar los cortes histolégicos
tanto de la microscopia éptica como de la microscopia
electronica.

PREPARACION DEL TEJIDO

Tincion con hematoxilina y eosina
de muestras fijadas en formalina

El corte de rutina teiiido con hematoxilina y eosina
es la muestra que mas frecuentemente se estudia

La caja de preparados que se entrega a cada estu-
diante para que examine bajo el microscopio éptico
contiene principalmente especimenes fijados en forma-
lina, incluidos en parafina y coloreados con hematoxi-
lina y eosina (H-E). Casi todas las microfotografias opti-
cas que se presentan en las secciones del atlas de este
libro son de preparados de estas mismas cajas. Ademas,
la mayoria de las microfotografias utilizadas para ilus-
trar tejidos y oérganos en las clases tedricas de histolo-
gia y en conferencias se obtienen de estos preparados.
A veces se usan otras técnicas para demostrar compo-
nentes especificos de las células y los tejidos; varias de
estas técnicas se describen mas adelante.

El primer paso en la preparacion de una muestra
de tejido u organo es la fijacion para conservar la
estructura

La fijacion, en general obtenida mediante el empleo
de sustancias quimicas individuales o mezclas de estas

sustancias, conserva la estructura del tejido en forma
permanente para permitir el tratamiento ulterior. Las
muestras tienen que sumergirse en el fijador inmedia-
tamente después de extraerse del organismo. La fijacion
se utiliza para:

Abolir el metabolismo celular.
Impedir la degradacién enzimadtica de las células y
los tejidos por autélisis (autodigestion).

e Destruir los microorganismos patégenos como las
bacterias, los hongos o los virus.

e Endurecer el tejido como consecuencia de la forma-
cién de enlaces cruzados o la desnaturalizacién de
las moléculas proteicas.

El fijador de uso mas comun es la formalina, una
solucion acuosa de formaldehido al 37%, en diluciones
variadas y en combinacién con otras sustancias quimi-
cas y amortiguadores (buffers). El formaldehido preser-
va la estructura general de la célula y de los componen-
tes extracelulares al reaccionar con los grupos amino de
las proteinas (con mucha frecuencia forma enlaces cru-
zados entre residuos de lisina). Dado que el formaldehi-
do no altera en forma significativa su estructura tridi-
mensional, las protelnas mantienen su capacidad de
reaccionar con anticuerpos especificos. Esta propiedad
es importante en los métodos de tincién inmunocitoqui-
mica (véase p. 9). La solucion comercial estandar de for-
maldehido amortiguado con fosfatos (pH 7) actia con
bastante lentitud pero penetra bien en el tejido. Sin
embargo, el formaldehido no reacciona con los lipidos
y, por lo tanto, es un mal fijador de las membranas.

En el segundo paso la muestra se dispone para su
inclusion en parafina con el fin de permitir su corte

Para poder examinar la muestra hay que infiltrarla
con un medio de inclusion que permita realizar cortes
muy delgados, tipicamente de 5 a 15 um (1 micréme-
tro [Um] equivale a la milésima parte de un milimetro;
véase cuadro 1.1). Luego de la fijacion la muestra se lava
y se deshidrata en una serie de soluciones alcoholicas
de concentracién creciente hasta alcanzar alcohol al
100%. En el paso siguiente, el aclarado, se utilizan sol-
ventes organicos como xileno o tolueno, que son mis-
cibles tanto en alcohol como en pardfina, para extraer

Equivalencias en las medidas
de longitud

1 picémetro = 0,01 angstroms (A)
1 angstrom = 0,1 nanémetro (nm)
10 angstroms = 1,0 nanémetro
1 nanémetro = 1 000 picometros

1 000 nanémetros

1,0 micrébmetro (um)

1 000 micrometros 1,0 milimetro (mm)
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I Preparacioén del tejido

FIGURA 1.1. Coloracién con hematoxilina y eosina (H-E). Las tres imagenes que se presentan aqui correspon-
den a cortes de pancreas seriados (adyacentes) para demostrar el efecto de la hematoxilina y la eosina utilizadas solas o
combinadas. a. En esta microfotografia se ve una coloracién con hematoxilina sola. Si bien hay una tincién general de la
muestra, los componentes y estructuras con gran afinidad por el colorante se tifien con una intensidad mucho mayor, por
ejemplo, DNA nuclear y RNA citoplasmatico. b. De manera similar la eosina (colorante de contraste), cuando se usa sola,
consigue una tincion general de los tejidos, como puede verse en esta microfotografia. Sin embargo, obsérvese que los
nucleos son menos conspicuos que en la muestra tefida sélo con hematoxilina. Después de colorear la muestra con hema-
toxilina y de prepararla para su tincion con eosina en solucion alcohdlica, la hematoxilina que no estaba unida con firme-
za se lava y entonces la eosina tifie los componentes con los que tiene gran afinidad. ¢. En esta microfotografia pueden
verse los efectos tintoriales combinados de ambos colorantes (H-E). 480 x.

el alcohol al 100% antes de la infiltracion de la mues-
tra con parafina fundida.

Cuando la parafina fundida se ha enfriado y endu-
recido se empareja para formar un bloque de tamano
adecuado. Este bloque, llamado taco, se coloca enton-
ces en una maquina cortadora especial, el micrétomo,
que lo corta en rebanadas finas con una cuchilla de
acero. Luego los cortes obtenidos se montan sobre por-
taobjetos de vidrio a los que antes se les habra anadi-
do una pequena cantidad de albtimina para que sirva
de adhesivo.

En el tercer paso, la muestra se tifie para permitir
su examen

Dado que los cortes en parafina son incoloros, la
muestra todavia no estd lista para su examen bajo el
microscopio 6ptico. Para colorear o tedir los cortes his-
tolégicos la parafina debe disolverse y extraerse, de
nuevo con xileno o tolueno, y los tejidos deben rehi-
dratarse mediante el uso de una serie de alcoholes de
concentracién decreciente. Luego el tejido colocado
sobre los portaobjetos se tifie con hematoxilina en agua.
Como el colorante de contraste, eosind, es mas soluble
en alcohol que en agua, se vuelve a deshidratar la
muestra en soluciones alcoholicas de concentracion
creciente y después se tifie con eosina en alcohol. Los
resultados de la tincion con hematoxilina sola, con eosi-
na sola y con ambos colorantes se muestran en la figu-
ra 1.1. Luego de la coloracion la muestra se hace pasar
por xileno o tolueno y se le coloca un medio de mon-

taje no acuoso antes de cubrirla con un cubreobjetos
para lograr un preparado permanente.

Otros fijadores

La formalina no preserva todos los componentes
de las células y los tejidos

Aunque los cortes de muestras fijadas en formalina
tentidos con H-E son convenientes porque permiten ver
bien las caracteristicas estructurales generales, no son
especificos para dilucidar la composicion quimica de
los elementos constitutivos de las células. Ademads,
muchos componentes se pierden durante la prepara-
cién de la muestra. Para conservar estos componentes
y estructuras hay que utilizar otros métodos de fijacion.
Estos métodos se fundamentan en un conocimiento
solido de la quimica. Por ejemplo, los alcoholes y los
solventes organicos que se usan en los preparados de
rutina diluyen los lipidos neutros.

Para conservar los lipidos neutros, como los de las
células adiposas, deben utilizarse cortes por congelacion
de tejido fijado en formalina y colorantes que se disuel-
van en las grasas; para conservar estructuras de la mem-
brana hay que usar fijadores especiales con metales
pesados, como permanganato y osmio, que se unan a
los fosfolipidos. El empleo de rutina de tetroxido de
osmio como fijador en la microscopia electrénica es la
razén principal del excelente estado de conservacion de
las membranas en las microfotografias electrénicas.

Histologia ©2012. Editorial Médica Panamericana

opifa) [ap uoneredaid |



TECNICA HISTOLOGICA Y MICROSCOPIA

Correlacion clinica: biopsias por congelacion

A veces el patélogo necesita evaluar de inmediato el
tejido obtenido durante el acto quirdrgico, en especial
cuando el diagnéstico anatomopatolégico instantdneo
puede determinar el paso siguiente en la cirugia. Hay
varias indicaciones para realizar este tipo de evaluacion,
que se conoce como biopsia por congelacion. Es muy
frecuente que un cirujano solicite una biopsia por conge-
lacion en el quiréfano cuando no cuenta con un diagnos-
tico preoperatorio o debe identificar hallazgos intraopera-
torios inesperados. Ademas, es posible que el cirujano
quiera saber si se ha extirpado toda la masa patoldgica
dentro del limite del tejido sano y si el borde de la resec-
cién quirlrgica esta libre de tejido enfermo. Las biopsias
por congelacién también se realizan en combinacién con
otros procedimientos, como la endoscopia o la biopsia con
aguja fina, para confirmar si el material biopsico obtenido
serd Util en estudios anatomopatoldgicos adicionales.

Para realizar una biopsia por congelacion se siguen tres
pasos principales:

e Congelacion de la muestra de tejido. Se congelan
muestras de tejido de tamafo pequefio mediante el
uso de anhidrido carbénico comprimido o la inmersién
en un liquido frio (isopentano) a una temperatura de

—50 °C. El congelamiento, que puede lograrse en una
camara refrigeradora muy eficiente, endurece el tejido
y permite el corte con un micrétomo.

e Corte del tejido congelado. E| corte suele realizarse
dentro de un criéstato, una camara refrigerada que
contiene un micrétomo. Dado que el tejido esta con-
gelado y duro, puede cortarse en rebanadas muy finas
(5a 10 um). Luego los cortes se montan sobre un por-
taobjetos de vidrio.

e Tincion de los cortes. La tincion se realiza para dife-
renciar los nucleos celulares del resto de las estructuras
del tejido. Los tinciones de uso més frecuente para las
biopsias por congelacion son H-E, azul de metileno
(fig. 1.2) y PAS.

Todo el proceso de preparacion y evaluacion de las
biopsias por congelacion puede tardar unos 10 minutos
en completarse. El tiempo total que transcurre hasta la
obtencién de resultados depende sobre todo del tiempo
de transporte del tejido desde el quir6fano hasta el labo-
ratorio de anatomopatologia, de la técnica histopatolégi-
ca utilizada y de la experiencia del patélogo. Los hallazgos
se comunican directamente al cirujano que esta esperan-
do en el quiréfano.

FIGURA 1.2. Evaluacion de una muestra obtenida durante el acto quirirgico y preparada median-
te la técnica de congelacién. a. En esta microfotografia se ve una muestra obtenida del intestino grueso que se
preparé mediante la técnica de congelacion y se tifid con azul de metileno (biopsia por congelacion). 160 x. b. Parte de
la muestra se fij6 en formalina y se procesé con una técnica de rutina que comprende la coloracion con H-E (biopsia dife-
rida). El examen de la biopsia por congelacion permitié comprobar que el tejido era normal. El diagnéstico se confirmé
después mediante el examen del preparado de rutina tefido con H-E. 180 x. (Gentileza del Dr. Daniel W. Visscher.)

Histologia ©2012. Editorial Médica Panamericana



Otras técnicas de tincion

La hematoxilina y la eosina se utilizan en
histologia principalmente para poner en evidencia
las caracteristicas estructurales

A pesar de los méritos de la tincién con H-E, este
procedimiento no permite ver en forma adecuada cier-
tos componentes estructurales de los cortes histologi-
cos, a saber, elastina, fibras reticulares, membranas
basales y lipidos. Cuando se desea estudiar estos com-
ponentes pueden utilizarse otros métodos de tincion,
en su mayoria selectivos, que incluyen la coloraciéon con
orcefna y fucsina-resorcina para el material elastico y la
impregnacion argéntica para las fibras reticulares y las
membranas basales. Pese a que el fundamento quimico
de muchos no siempre se comprende, estos procedi-
mientos sirven. En cualquier caso, es mds importante
saber lo que el método permite observar que conocer
su mecanismo intimo de accién.

HISTOQUIMICA Y CITOQUIMICA

Los procedimientos quimicos especificos pueden
proveer informacion detallada acerca de la funciéon
de las células y los componentes extracelulares de
los tejidos

Los métodos histoquimicos y citoquimicos pueden
tener su fundamento en la unién especifica de un colo-
rante, el uso de anticuerpos marcados con un coloran-
te fluorescente dirigidos contra un componente celular
en particular o la actividad enzimdtica inherente de un
elemento constitutivo de las células. Ademads, muchas
macromoléculas presentes en las células pueden detec-
tarse por medio de la radioautografia, en la cual precur-
sores moleculares marcados radiactivamente se incor-
poran a las células y los tejidos antes de la fijacion.
Muchos de estos procedimientos pueden usarse en pre-
parados tanto para la microscopia dptica como para la
microscopia electronica.

Antes de comentar la quimica de las tinciones de
rutina y de las técnicas histoquimicas y citoquimicas
conviene describir brevemente la indole de un corte
histolégico comun.

Composicion quimica de
las muestras histologicas

La composicion quimica de un tejido listo para
una coloracién de rutina es muy diferente de la
del tejido vivo

Los componentes que perduran luego de la fijacion
son principalmente moléculas grandes que no se disuel-
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ven con facilidad, en especial después de aplicar el fija-
dor. Estas moléculas grandes, en particular las que reac-
cionan con otras moléculas semejantes para formar
complejos macromoleculares, son las que suelen conser-
varse en un corte histolégico. Los siguientes son ejem-
plos de estos complejos macromoleculares grandes:

o Nucleoproteinas, formadas por acidos nucleicos uni-
dos a proteinas.

o Proteinas intracelulares del citoesqueleto en comple-
jo con otras proteinas.

o Proteinas extracelulares en grandes aglomeraciones
insolubles, en las que moléculas vecinas semejantes
se unen a través de enlaces cruzados, como ocurre
en la formacién de las fibras col4genas.

e Complejos de fosfolipidos y proteinas (o carbohidra-
tos) en las membranas.

En su mayor parte estas moléculas constituyen la
estructura de las células y los tejidos, dado que son los
elementos morfogénicos histicos. Constituyen la base de
la organizacion de los tejidos visible con el microscopio.

En muchos casos un elemento estructural es al
mismo tiempo una unidad funcional. Por ejemplo, en el
caso de las proteinas que forman los filamentos con-
tractiles de las células musculares, estos filamentos son
los componentes estructurales visibles y ademds parti-
cipan en el proceso de contraccién. El RNA del cito-
plasma aparece como parte de un componente estruc-
tural (ergastoplasma de las células glandulares,
sustancia de Nissl de las neuronas) y al mismo tiempo
es un participante activo en la sintesis de proteinas.

Muchos componentes de los tejidos desaparecen
durante la preparacion de los cortes teiiidos con H-E

A pesar de que la mayor parte de los dcidos nuclei-
cos, las proteinas y los fosfolipidos se conservan en los
cortes histolégicos, muchos también se pierden. Las pro-
teinas pequenas y los dcidos nucleicos pequenos, como
los RNA de transferencia, en general se pierden durante
la preparacion del tejido. Como se mencioné antes, los
solventes organicos utilizados durante la técnica histols-
gica suelen disolver los lipidos neutros. También pueden
perderse otras moléculas grandes, por ejemplo al ser
hidrolizadas como consecuencia del pH desfavorable de
las soluciones fijadoras. Los que siguen son ejemplos de
macromoléculas que se pierden durante la fijacion de
rutina en fijadores acuosos:

o Glucogeno (carbohidrato de almacenamiento intrace-
lular comtn en el higado y las células musculares).
e Proteoglucanos y glucosaminoglucanos (carbohidra-
tos complejos extracelulares hallados en el tejido
conjuntivo).
Sin embargo, estas moléculas pueden conservarse si
se utilizan fijadores no acuosos para el glucogeno o si
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a la solucion fijadora se le anaden agentes ligadores
especiales que preserven las moléculas extracelulares
con carbohidratos abundantes. Ademds, como ya se
comentd, durante la preparacion de rutina también sue-
len perderse los lipidos neutros porque los solventes
organicos los disuelven.

Los componentes solubles, los iones y las molécu-
las pequeiias también desaparecen durante la pre-
paracion de las muestras incluidas en parafina

Durante la preparacién de las muestras de rutina
que se incluyen en parafina y luego se tifien con H-E
se pierden metabolitos intermedios, glucosa, sodio,
cloro y sustancias similares. Muchas de estas sustancias
pueden estudiarse en preparados especiales, en ocasio-
nes con una pérdida considerable de la integridad
estructural. Estos iones y pequefias moléculas solubles
no constituyen elementos morfogénicos histicos sino
que participan en los procesos de sintesis o en las reac-
ciones celulares. Cuando se conservan y pueden detec-
tarse por métodos especificos aportan informacion
valiosisima sobre el metabolismo, el transporte activo y
otros procesos vitales de las células. El agua, una molé-
cula muy versatil, participa en estas reacciones y pro-
cesos y contribuye a la estabilizacién de la estructura
macromolecular a través de enlaces de hidrégeno.

Fundamentos quimicos de
la coloracion

Colorantes dcidos y bdsicos

La hematoxilina y la eosina son los colorantes de
uso mas frecuente en la histologia

Un colorante dcido, como la eosina, tiene una carga
neta negativa en su parte coloreada y se describe con la
formula general (Na* anilina™).

Un colorante bdsico tiene una carga neta positiva en
su parte coloreada y se describe con la formula general
(anilina*CI").

Desde el punto de vista estructural la hematoxilina
no es un colorante basico, pero tiene propiedades tin-
toriales muy semejantes a las de las anilinas basicas. El
color de una anilina no se relaciona con el hecho de
que sea dcida o basica, como lo demuestran los ejem-
plos que se presentan en el cuadro 1.2.

Los colorantes basicos reaccionan con los compo-
nentes anionicos de las células y los tejidos (com-
ponentes que tienen una carga neta negativa)

Entre los componentes anionicos se encuentran los
grupos fosfato de los 4cidos nucleicos, los grupos sul-
fato de los glucosaminoglucanos y los grupos carboxilo
de las proteinas. La capacidad de estos grupos anioni-
cos de reaccionar con una anilina o colorante basico se

denomina basofilia (gr. basis + philein, amar, es decir
que tiene afinidad por lo basico). Los componentes del
tejido que se tifien con la hematoxilina también exhi-
ben basofilia.

La reaccion de los grupos anidénicos varia segin el
pH. Asi:

e Con un pH alto (de cerca de 10) los tres grupos se
ionizan y quedan disponibles para la reaccién con el
colorante bésico por medio de uniones electrostaticas.

e Con un pH ligeramente dcido a neutro (de 5 a 7) se
ionizan los grupos fosfato y sulfato y quedan dispo-
nibles para reaccionar con la anilina bésica a través
de uniones electrostaticas.

e Con un pH bajo (inferior a 4) s6lo se mantienen
ionizados los grupos sulfato para reaccionar con los
colorantes bdsicos.

En consecuencia, la tincién con colorantes basicos
en un pH determinado puede utilizarse para centrar el
estudio en grupos anionicos especificos y como estos
aniones especificos predominan en ciertas macromolé-
culas, la tinciéon sirve como indicador de estas macro-
moléculas.

Como ya se menciond, la hematoxilina no es un
colorante basico en sentido estricto. Se usa con un mor-
diente (es decir un intermediario entre el componente
del tejido y la anilina) y es por la acciéon del mordien-
te que la coloracion con hematoxilina se parece a la tin-
cién que produce un colorante bésico. La unién en el
complejo tejido-mordiente-hematoxilina no consiste en
un simple enlace electrostitico y cuando la hematoxili-
na se coloca en agua no se disocia del tejido. Por eso la
hematoxilina se presta para aquellos procedimientos
tintoriales en los que es seguida por soluciones acuosas
de colorantes 4cidos. Los colorantes basicos verdade-
ros, a diferencia de la hematoxilina, no suelen usarse en
secuencias en las que la anilina basica es seguida por
una anilina dcida. Entonces la anilina basica tiende a
disociarse del tejido durante los lavados en soluciones
acuosas que se realizan entre la aplicacion de ambas
soluciones colorantes.

m Algunos colorantes basicos y acidos

Colorante Color
Colorantes basicos

Verde de metilo Verde
Azul de metileno Azul
Pironina G Rojo
Azul de toluidina Azul
Colorantes acidos

Fucsina acida Rojo
Azul de anilina Azul
Eosina Rojo
Naranja G Naranja
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Los colorantes acidos reaccionan con los grupos
cationicos de las células y los tejidos, en particular
con los grupos amino ionizados de las proteinas

La reaccién de los grupos catiénicos con un coloran-
te acido recibe el nombre de acidofilia (lat. acidus + gr.
philein, amar, o sea que tiene afinidad por lo 4cido). Las
reacciones de los componentes celulares e histicos con
los colorantes 4cidos no son tan especificas ni tan pre-
cisas como las reacciones con los colorantes basicos.

Aunque el enlace electrostatico es el factor principal
en la unién primaria de un colorante dcido con el teji-
do, no es el tnico; debido a ello, los colorantes 4cidos
a veces se utilizan combinados para tefiir en forma
selectiva distintos componentes de los tejidos. Por ejem-
plo, en la técnica tricromica de Mallory se usan tres
colorantes acidos: azul de anilina, fucsina acida y naran-
ja G. Estos colorantes tifien con selectividad el coldgeno,
el citoplasma en general y los eritrocitos, respectivamen-
te. La fucsina dcida también tifie los nucleos.

En otras técnicas con anilinas dcidas multiples se
emplea la hematoxilina para tefiir primero los ntcleos y
luego se aplican los colorantes dcidos con el fin de tefir
selectivamente el citoplasma y las fibras extracelulares. La
tincion selectiva de los componentes de los tejidos por los
colorantes acidos se debe a factores relativos, como el
tamano y el grado de acumulacién de las moléculas del
colorante y la permeabilidad y densidad del tejido.

Los colorantes bésicos también pueden utilizarse
combinados o secuencialmente (p. ej., verde de metilo
y pironina para estudiar la sintesis y la secreciéon de
proteinas), pero estas combinaciones no son de uso tan
difundido como las de los colorantes acidos.

Una cantidad limitada de sustancias dentro de las
células y en la matriz extracelular presenta basofilia

Entre estas sustancias figuran:

e Heterocromatina y nucléolos del ntcleo (principal-
mente por los grupos fosfato ionizados en los acidos
nucleicos de ambos).

e Componentes citoplasmdticos como el ergastoplasma
(también por los grupos fosfato ionizados en el RNA
ribosémico).

e Material extracelular como los carbohidratos com-
plejos de la matriz cartilaginosa (por los grupos sul-
fato ionizados).

La tincion con colorantes acidos es menos especi-

fica pero mas sustancias dentro de las células y
en la matriz extracelular presentan acidofilia

Estas sustancias incluyen:

e la mayoria de los filamentos citoplasmaticos, en
especial los de las células musculares.

e la mayoria de los componentes membranosos intra-
celulares y gran parte del citoplasma no especializa-
do de otro modo.

e la mayoria de las fibras extracelulares (principal-
mente por los grupos amino ionizados).

Metacromasia

Ciertos colorantes basicos reaccionan con compo-
nentes histicos que hacen cambiar su color nor-
mal del azul al rojo o al parpura; esta modifica-
cion de la absorbancia se denomina metacromasia

El mecanismo basico de la metacromasia es la pre-
sencia de polianiones en el tejido. Cuando estos teji-
dos se tifien con una solucién colorante basica con-
centrada, como la de azul de toluidina, las moléculas
de la anilina estan lo suficientemente cerca como para
formar aglomeraciones diméricas y poliméricas. Las
propiedades de absorcién de estas aglomeraciones son
diferentes de las de las moléculas de colorante indivi-
duales no aglomeradas.

Las estructuras de las células y los tejidos con una
alta concentraciéon de grupos sulfato y fosfato ioniza-
dos, como la sustancia fundamental del cartilago, los
granulos de heparina de los mastocitos y el reticulo
endoplasmatico rugoso de los plasmocitos, muestran
metacromasia. En consecuencia, el azul de toluidina
se vera purpura o rojo cuando tiha estos componen-
tes.

Grupos aldehido y el reactivo de Schiff

La capacidad de la fucsina basica decolorada
(reactivo de Schiff) de reaccionar con los grupos
aldehido da como resultado la aparicion de un
color rojo distintivo y es la base de las reacciones
del PAS (acido peryédico-reactivo de Schiff) y de
Feulgen

La reaccion del PAS (acido peryddico-reactivo de
Schiff ) tifie carbohidratos y macromoléculas con
abundancia de carbohidratos. Se usa para detectar
glucégeno en las células, moco en varios tipos de
células y tejidos, la membrana basal que se encuentra
debajo de los epitelios y las fibras reticulares del teji-
do conjuntivo. La reaccion de Feulgen, que incluye
una hidrolisis dcida débil con HCI, se utiliza para
tenir DNA.

Los fundamentos de la reaccién del PAS son los
siguientes:

e los anillos de las hexosas (carbohidratos) poseen
carbonos adyacentes, cada uno de ellos con un
grupo hidroxilo (~OH).

e las hexosaminas de los glucosaminoglucanos tam-
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bién poseen carbonos adyacentes, pero con alternan-
cia de grupos hidroxilo (-=OH) y grupos amino
(=NH,).

e [El dcido peryédico rompe la unién entre estos dto-
mos de carbono adyacentes y forma grupos alde-
hido.

e Estos grupos aldehido reaccionan con el reactivo de
Schiff para dar un color purpura intenso distintivo.

La tincién con PAS de la membrana basal (fig. 1.3)
y las fibras reticulares tiene su fundamento en el con-
tenido o la asociacién de proteoglucanos (carbohidra-
tos complejos asociados con un centro de proteina).
Esta tincién es una alternativa de las técnicas de
impregnacion argéntica, que también tienen como base
la reaccién con las moléculas de sacaridos de los pro-
teoglucanos.

La reaccién de Feulgen separa las purinas de las
desoxirribosas del DNA por medio de una hidrdlisis
acida débil; entonces se abren los anillos de monosa-
carido y se forman grupos aldehido. De nuevo, son
los grupos aldehido de formacién reciente los que
reaccionan con el reactivo de Schiff para dar el color
rojo purpura caracteristico. La reaccién del reactivo
de Schiff con el DNA es estequiométrica y por lo
tanto, puede usarse en métodos espectrofotométricos
para cuantificar el DNA en el nticleo de una célula. El
RNA no se tifie con el reactivo de Schiff porque no
tiene desoxirribosa.

FIGURA 1.3. Microfotografia de tejido renal
tenido con la técnica del PAS. Esta técnica histoqui-
mica sirve para demostrar y localizar carbohidratos y
macromoléculas con carbohidratos abundantes. Las mem-
branas basales son PAS positivas, como es obvio por su
coloracion rojo purpura intensa. Los tubulos renales (7) se
encuentran bien delineados por la membrana basal tefida
que los rodea. Los capilares glomerulares (C) y el epitelio de
la capsula de Bowman (BC) también poseen membranas
basales PAS positivas. 360 x.

Digestion enzimatica

La digestion enzimatica de un corte adyacente a
otro teitido para identificar un componente especi-
fico, como glucogeno, DNA o RNA, puede ser util
para confirmar la identidad del material que se tiiie

El material intracelular que se tifie con la reaccion
del PAS puede identificarse como glucogeno mediante

sideraciones funcionales:
pfotometria de Feulgen

Recuadro 1.2

La microespectrofotometria de Feulgen es una téc-
nica que fue ideada para el estudio de los aumentos
del DNA en las células en desarrollo y para analizar la
ploidia, es decir la cantidad de veces que esta multi-
plicado el contenido normal de DNA en una célula (se
dice que una célula soméatica normal que no se esta
dividiendo es diploide; en cambio, los espermatozoi-
des y los 6vulos son haploides). Para cuantificar el
DNA nuclear se utilizan dos técnicas, la citometria
estatica para cortes de tejido y la citometria de flujo
para células aisladas. La técnica de la citometria esta-
tica de cortes de tumores tefiidos con el método de
Feulgen se vale de la microespectrofotometria acopla-
da con un sistema de visualizacién digital para cuanti-
ficar la absorcion de luz con una longitud de onda de
560 nm por parte de las células y las aglomeraciones
celulares. En cambio, la técnica de la citometria de
flujo se basa en el empleo de instrumentos capaces de
rastrear sélo células individuales que fluyen ante un
detector en un medio liquido. Esta técnica permite el
analisis cuantitativo rdpido de una célula individual
sobre la base de la medicion de la luz fluorescente emi-
tida. En la actualidad la microespectrofotometria de
Feulgen se utiliza para estudiar los cambios del conte-
nido de DNA de las células en division que se estan
diferenciando. Ademads, se la emplea en la practica cli-
nica para analizar la cantidad anormal de cromosomas
(es decir los patrones de ploidia) en las células malig-
nas. Se dice que las células malignas con un patrén
mayoritariamente diploide estan bien diferenciadas y
que los tumores con estos tipos de células tienen un
prondéstico mas favorable que los mismos tumores con
células aneuploides (con multiplos no enteros de la
cantidad haploide de DNA) o tetraploides. La microes-
pectrofotometria de Feulgen ha sido de particular uti-
lidad en estudios de adenocarcinomas especificos
(tumores del epitelio glandular), cdncer de mama, can-
cer de rifén, canceres de colon y de otras partes del
tubo digestivo, cancer del endometrio (mucosa del
Utero) y cancer ovarico. Es una de las herramientas
mas valiosas que los patélogos utilizan para evaluar la
potencialidad metastasica de estos tumores y para
tomar decisiones prondsticas o terapéuticas.
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el tratamiento previo de los cortes con diastasa o ami-
lasa. La falta de tincion después de este tratamiento
identifica con positividad que el material teiiido es glu-
cogeno.

De modo similar, el pretratamiento de los cortes his-
tologicos con desoxirribonucleasa (DNAsa) evitara la
tincion con la reaccion de Feulgen en esos cortes y el
tratamiento de muestras de epitelios secretores de pro-
teinas con ribonucleasa (RNAsa) impedira la
tincién del ergastoplasma con los colorantes basicos.

Histoquimica enzimatica

Las técnicas histoquimicas también se utilizan
para identificar y localizar enzimas en
células y tejidos

Para localizar enzimas en los cortes histologicos debe
tenerse especial cuidado durante la fijacion para que se
preserve la actividad enzimatica. La fijacién aldehidica
débil suele ser el método preferido.

En estos procedimientos se detecta el producto de la
reaccion de la actividad enzimatica y no la enzima pro-
piamente dicha. En general se usa un reactivo de cap-
tura, que puede ser un colorante o un metal pesado,
para atrapar o fijar el producto de la reaccién de la
enzima mediante precipitacion en el sitio de la reac-
cién. En una reaccién tipica para detectar una enzima
hidrolitica, el corte histolégico se coloca en una solu-
cién que contiene un sustrato (AB) y un agente de atra-
pamiento (T) que precipitard uno de los productos
como sigue:

enzima

AB+ T ——— AT + B

en donde AT es el producto final atrapado y B es el sus-
trato hidrolizado.

Mediante el uso de este tipo de técnicas se pudo
equiparar el lisosoma, identificado por primera vez en
estudios celulares de centrifugacion diferencial, con un
componente vacuolar visible en las microfotografias
electronicas. En los tejidos sometidos a una fijacion
débil las hidrolasas acidas y las esterasas contenidas en
los lisosomas reaccionan con un sustrato adecuado. La
mezcla reactiva también contiene iones de plomo para
precipitar, por ejemplo, fosfato de plomo derivado de la
accion de la fosfatasa acida. Luego el producto de reac-
cién precipitado puede verse tanto con microscopia
6ptica como con microscopia electronica.

Se han desarrollado procedimientos histoquimicos
similares para microscopia 6ptica y electrénica con el
fin de demostrar fosfatasa alcalina, adenosina trifosfa-
tasas (ATPasas) de varios tipos (incluida la NA*/K*-
ATPasa que es el fundamento enzimatico de la bomba
de sodio en células y tejidos), diversas esterasas y
muchas enzimas respiratorias (fig. 1.4).

Inmunocitoquimica

El fundamento de la inmunocitoquimica es la
especificidad de la reaccion entre un
antigeno y un anticuerpo

Los anticuerpos, también llamados inmunoglobuli-
nas, son glucoproteinas producidas por células especi-
ficas del sistema inmunitario en respuesta a una prote-
ina extrafia o antigeno. En el laboratorio los anticuerpos
pueden purificarse de la sangre y conjugarse (asociar-
se) con un colorante fluorescente. En general los colo-
rantes fluorescentes (fluorocromos) son sustancias qui-
micas que absorben luz de longitudes de onda
diferentes (p. ej., luz ultravioleta) y luego emiten luz
visible de una longitud de onda especifica (p. ej., verde,
amarillo, rojo). La fluoresceina, el colorante de uso mas
frecuente, absorbe la luz ultravioleta y emite luz verde.
Los anticuerpos conjugados con fluoresceina pueden
aplicarse a cortes de tejido (tanto obtenidos por conge-
lacién como provenientes de muestras sometidas a una
fijacion leve) sobre portaobjetos de vidrio para localizar

FIGURA 1.4. Procedimiento histoquimico para
la localizacion de ATPasa en la membrana de
células epiteliales de vesicula biliar de conejo
en la microscopia electrénica. Las regiones oscu-
ras que se ven en la microfotografia electrénica sefialan
la localizacion de la enzima ATPasa. Esta enzima se detec-
ta en la membrana plasmatica de las regiones laterales de
las células epiteliales, lo cual concuerda con la ubicacion
de las bombas de sodio. Estas células epiteliales realizan
un transporte activo de moléculas a través de la membra-
na plasmatica. 26 000 x.
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FIGURA 1.5. Imagen de microscopia confocal de
una célula muscular cardiaca de rata. Esta imagen
se obtuvo con el microscopio confocal mediante el uso de
la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Se utilizaron
dos anticuerpos primarios. El primer anticuerpo primario
reconoce un transportador de lactato especifico (MCT1) y
se detecta con un anticuerpo secundario conjugado con
rodamina (rojo). El sequndo anticuerpo primario esta dirigi-
do contra la proteina transmembrana CD147, que tiene
una asociacion estrecha con el MCT1. Este anticuerpo se
detectd mediante un anticuerpo secundario marcado con
fluoresceina (verde). El color amarillo aparece en los sitios
en los que los dos anticuerpos secundarios marcados tienen
exactamente la misma localizacion (es decir, se colocalizan)
dentro de la célula muscular cardiaca. Esta imagen tridi-
mensional muestra que ambas proteinas estan distribuidas
en la superficie de la célula muscular, mientras que el trans-
portador de lactato solo (color rojo) aparece en una ubica-
cion profunda con respecto a la membrana plasmatica.
(Gentileza de los doctores Andrew P. Halestrap y Catherine
Heddle.)

un antigeno en las células y los tejidos. Luego la reac-
cién del anticuerpo con el antigeno puede examinarse
y fotografiarse con un microscopio de fluorescencia o
un microscopio confocal que produce una reconstruc-
cién tridimensional del tejido examinado (fig. 1.5).

En la inmunocitoquimica se utilizan dos tipos de
anticuerpos: anticuerpos policlonales producidos
por animales inmunizados y anticuerpos
monoclonales producidos por lineas celulares
productoras de anticuerpos inmortalizadas

(de duplicacién continua)

En un procedimiento tipico una proteina especifica,
como por ejemplo la actina, se aisla de las células mus-
culares de una especie (p. ej., rata) y se inyecta en la
circulacion de otra especie (p. ej., conejo). En el cone-
jo inmunizado el sistema inmunitario reconoce como

Correlacion clinica: anticuerpos
monoclonales en medicina

En la actualidad los anticuerpos monoclonales
se utilizan mucho en las técnicas de inmunocitoquimi-
ca y también tienen muchas aplicaciones clinicas. Los
anticuerpos monoclonales conjugados con compues-
tos radiactivos se utilizan para detectar y diagnosticar
metdstasis tumorales en patologia, para diferenciar
subtipos de tumores y sus etapas de diferenciacién y,
en el diagndéstico de las enfermedades infecciosas,
para identificar los microorganismos en la sangre y en
los liquidos histicos. En estudios clinicos recientes, se
han usado anticuerpos monoclonales conjugados con
inmunotoxinas, agentes quimioterapicos y radioiséto-
pos para hacer llegar agentes terapéuticos a células
tumorales especificas del organismo.

antigenos extranos las moléculas de actina de la rata.
Este reconocimiento desencadena una cascada de reac-
ciones inmunolégicas que comprende muchos grupos
(clones) de células inmunitarias llamadas linfocitos B.
La clonacién de los linfocitos B conduce finalmente a la
produccién de anticuerpos antiactina. En conjunto,
estos anticuerpos policlonales son mezclas de anticuer-
pos diferentes producidos por muchos clones de linfo-
citos B en las que cada clon reconoce una regién dife-
rente de la molécula de actina. Luego estos anticuerpos
se extraen de la sangre, se purifican y se conjugan con
un colorante fluorescente, después de lo cual pueden
usarse para la deteccién de moléculas de actina en los
tejidos o las células de rata. Si hay actina en una célu-
la 0 en un tejido, por ejemplo en un fibroblasto del teji-
do conjuntivo, el anticuerpo marcado con fluoresceina
se le une y la reaccién puede verse con el microscopio
de fluorescencia.

Los anticuerpos monoclonales son los sintetizados
por una linea celular productora de anticuerpos com-
puesta por un solo grupo (clon) de linfocitos B idénti-
cos. El clon individual que se convierte en una linea
celular se obtiene de un sujeto con mieloma miuiltiple,
un tumor derivado de un solo plasmocito productor de
anticuerpos. Los sujetos con mieloma multiple produ-
cen una poblacién grande de anticuerpos homogéneos
idénticos con una especificidad idéntica contra un anti-
geno. Para producir anticuerpos monoclonales contra
un antigeno especifico se inmuniza con ese antigeno a
un ratén o a una rata. Luego se aislan del tejido linfati-
co (bazo o ganglios linfaticos) del animal los linfocitos
B activados y se fusionan con la linea celular de mielo-
ma. Esta fusién produce un hibridoma, una linea celu-
lar secretora de un anticuerpo individual inmortalizada.

Histologia ©2012. Editorial Médica Panamericana



Para obtener anticuerpos monoclonales contra molécu-
las de actina de rata, por ejemplo los linfocitos B de los
6rganos linfaticos de conejos inmunizados tienen que
fusionarse con células de mieloma.

Para localizar un antigeno diana en células y
tejidos se utilizan métodos inmunocitoquimicos
tanto directos como indirectos

La técnica de inmunocitoquimica mds antigua que se
utiliza para identificar la distribucion de un antigeno
dentro de las células y los tejidos se conoce como
inmunofluorescencia directa. Esta técnica se vale de un
anticuerpo primario (policlonal o monoclonal) marca-
do con fluorocromo que reacciona con el antigeno den-
tro de la muestra (fig. 1.6a). Es un procedimiento de un
solo paso y comprende un solo anticuerpo marcado. La
visualizacién de las estructuras no es ideal a causa de
la poca intensidad de la emision de la sefial. Dada la
sensibilidad subdéptima, los métodos de inmunofluores-
cencia directa estdn siendo reemplazados cada vez mas
por los métodos indirectos.

La inmunofluorescencia indirecta tiene una sensibili-
dad mucho mayor que los métodos directos y con fre-
cuencia recibe el nombre de “técnica del emparedado”
o “de la capa doble”. En vez de conjugar un fluorocro-
mo con un anticuerpo (primario) especifico dirigido
contra el antigeno de interés (p. ej., una molécula de
actina de rata), el fluorocromo se conjuga con un anti-

INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

\

-
Histoquimica y citoquimica B
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cuerpo secundario dirigido contra el anticuerpo prima-
rio (p. j., anticuerpo de cabra antirrata; fig. 1.6b). Por
lo tanto, cuando la fluoresceina se conjuga directamen-
te con el anticuerpo primario especifico el método es
directo y cuando la fluoresceina se conjuga con un anti-
cuerpo secundario el método es indirecto. El método
indirecto aumenta en forma considerable la senal fluo-
rescente emitida por el tejido. Una ventaja adicional del
método de marcacion indirecta es que un solo anticuer-
po secundario puede usarse para localizar la unién his-
toespecifica de varios anticuerpos primarios diferentes
(fig. 1.7). Para los estudios microscopicos el anticuerpo
secundario puede conjugarse con colorantes fluorescen-
tes distintos de modo que en el mismo corte de tejido
aparezcan marcas multiples (véase fig. 1.5). Las desven-
tajas de la inmunofluorescencia indirecta son que es
cara, que requiere mucho trabajo y que no se adapta
con facilidad a los procedimientos automatizados.
También es posible conjugar anticuerpos policlona-
les 0 monoclonales con otras sustancias, como enzimas
(p. ¢j., peroxidasa de rdbano), que convierten sustratos
incoloros en un producto insoluble de un color especi-
fico que se precipita en el sitio de la reaccién enzima-
tica. La tincion resultante de este método de inmunope-
roxidasa puede verse en el microscopio 6ptico con
técnicas inmunocitoquimicas directas o indirectas. En
otra variante, con la molécula de anticuerpo puede con-
jugarse oro coloidal o ferritina (una molécula que con-

\

a Antigeno

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

o -
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Anticuerpo secundario
fluorescente

b

FIGURA 1.6. Inmunofluorescencia directa e indirecta. a. En la inmunofluorescencia directa un anticuerpo pri-
mario marcado con un fluorocromo reacciona con un antigeno especifico dentro de la muestra de tejido. Luego las estruc-
turas marcadas se examinan con el microscopio de fluorescencia, en el cual una longitud de onda excitadora (por lo gene-
ral, luz ultravioleta) desencadena la emision de otra longitud de onda. Esta longitud de onda depende de la indole del
fluorocromo utilizado para marcar el anticuerpo. b. El método indirecto comprende dos procesos. Primero, los anticuerpos
primarios especificos reaccionan con el antigeno de interés. Segundo, los anticuerpos secundarios, que estan marcados con
fluorocromo, reaccionan con los anticuerpos primarios. La apariencia de las estructuras marcadas dentro del tejido es la
misma en ambos métodos y para verlas se necesita un microscopio de fluorescencia.
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FIGURA 1.7. Microtibulos vistos con técnicas
inmunocitoquimicas. El comportamiento de los micro-
tUbulos (elementos del citoesqueleto) obtenidos de células
de tumores mamarios humanos puede estudiarse in vitro
mediante la cuantificacion de su actividad de nucleacion,
que es iniciada por el centrosoma. Esta imagen se obtuvo
con el microscopio de fluorescencia. Mediante el uso de
técnicas de inmunofluorescencia indirecta se marcaron los
microtubulos con una mezcla de anticuerpos monoclonales
anti-a-tubulina y anti-B-tubulina (anticuerpos primarios) y
se hicieron visibles por la accion de anticuerpos secundarios
conjugados con el colorante fluoresceina (inmunoglobulina
G de cabra antirratéon unida a isotiocianato de fluorescei-
na). La reaccion antigeno-anticuerpo realizada directamen-
te sobre el cubreobjetos de vidrio permitié ver las molécu-
las de tubulina responsables de la formacién de los mas de
120 microtdbulos que aparecen en esta imagen. Estos
microtUbulos se originan en el centriolo y se extienden
hacia fuera de él unos 20 a 25 um para adquirir una distri-
bucion radial uniforme. 1 400 x. (La microfotografia es gen-
tileza de la Dra. Wilma L. Lingle y la Sra. Vivian A. Negron.)

tiene hierro). Estos marcadores pueden verse directa-
mente con el microscopio electrénico.

Técnicas de hibridacion

La hibridacién es un método para localizar mRNA
o0 DNA mediante la hibridacion de la secuencia de
interés con una sonda de nucleotidos de secuencia
complementaria

En general el término hibridacion describe la capa-
cidad de las moléculas monocatenarias de DNA o RNA
de interaccionar (hibridarse) con secuencias comple-
mentarias. En el laboratorio la hibridacién requiere el
aislamiento del DNA o del RNA, que luego se mezcla
con una secuencia de nucleétidos complementaria (lla-
mada sonda de nucleotidos). Con mucha frecuencia los
hibridos se detectan mediante el uso de una marca
radiactiva adherida a uno de los componentes del

hibrido.

La union de la sonda y la secuencia puede ocurtir en
una solucion o en una membrana de nitrocelulosa. En la
hibridacién in situ la unién de la sonda de nucleétidos
con la secuencia de DNA o RNA de interés se produce
dentro de las células o los tejidos, como células de cul-
tivo o embriones enteros. Esta técnica permite la loca-
lizacién de secuencias de nucleétidos especificas tan
pequenas como 10 o 20 copias de mRNA o DNA por
célula.

En la hibridacién in situ se utilizan varias sondas de
nucleétidos. Las sondas de oligonucledtidos pueden
tener entre 20 y 40 nucleétidos como minimo. Las son-
das de DNA monocatenario o bicatenario son mucho
mas largas y pueden contener hasta 1 000 nucleétidos.
Para la localizacion especifica de mRNA se utilizan son-
das de RNA complementarias. Estas sondas se marcan
con isétopos radiactivos (p. ej., >?P, S, *H), un nucle-
6tido modificado en forma especifica (digoxigenina) o
biotina (un marcador multipropdsito covalente usado
con mucha frecuencia). Las sondas radiactivas pueden
detectarse y visualizarse mediante la radioautografia. La
digoxigenina y la biotina se detectan con métodos
Inmunocitoquimicos y citoquimicos, respectivamente.

La fuerza de los enlaces entre la sonda y la secuen-
cia complementaria depende del tipo de dcido nucleico
en las dos cadenas. El enlace mas fuerte se forma entre
una sonda de DNA y una cadena de DNA complemen-
taria y el mas débil entre una sonda de RNA y una
cadena de RNA complementaria. Si se espera que una
muestra de tejido contenga una cantidad muy pequena
de mRNA o un transcrito viral, puede usarse la ampli-
ficacion de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para el DNA o la PCR con transcriptasa inversa
(RT-PCR) para el RNA. Los transcritos amplificados que
se obtienen durante estos procedimientos suelen detec-
tarse mediante el uso de sondas de nucleétidos com-
plementarias marcadas en técnicas de hibridaciéon in
situ estandares.

Recientemente se han combinado colorantes fluores-
centes con sondas de nucleétidos, lo que posibilit6 la
visualizacién de muchas sondas al mismo tiempo (fig.
1.8). Esta técnica, llamada técnica FISH (hibridacion in
situ con fluorescencia), tiene un uso muy difundido en
clinica para las pruebas genéticas. Por ejemplo, la hibri-
dacion de una sonda con cromosomas en metafase
puede usarse para identificar la posicion cromosémica
de un gen. La técnica FISH se utiliza para examinar
simultdneamente los cromosomas, la expresion génica y
la distribucién de los productos génicos, como protei-
nas anormales o patolégicas. En la actualidad estan dis-
ponibles en el mercado muchas sondas fluorescentes
especificas que se utilizan en la practica clinica para los
procedimientos de detecciéon del cancer de cuello ute-
rino y para la deteccion de células infectadas por HIV.
La técnica FISH también puede usarse para examinar
los cromosomas de los linfocitos de los astronautas con
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FIGURA 1.8. Ejemplo de la técnica de hibrida-
cion in situ con fluorescencia (FISH) utilizada en
una prueba de deteccion prenatal. Se hibridaron
nucleos en interfase de células obtenidas de muestras de
liguido amniético con dos sondas de DNA especificas. La
sonda de color naranja (LSI 21) es especifica de locus para
el cromosoma 21y la sonda de color verde (LSI 13) es espe-
cifica de locus para el cromosoma 13. El nucleo de la dere-
cha proviene de una muestra de liquido amniético normal
y exhibe dos sefiales verdes y dos naranjas, lo que indica
que hay dos copias de los cromosomas 13y 21, respectiva-
mente. El nucleo de la izquierda posee tres sefales de color
naranja, lo que indica una trisomia del cromosoma 21 (sin-
drome de Down). El DNA se ha tefiido de azul con un colo-
rante de contraste inespecifico (DAPI) para tornar visible el
nucleo. 1 250 x. (Gentileza del Dr. Robert B. Jenkins.)

el fin de calcular la dosis de radiacion absorbida por
ellos durante su estadia en el espacio. La frecuencia de
las translocaciones cromosémicas en los linfocitos es
proporcional a la dosis de radiacién absorbida.

Radioautografia

En la radioautografia se utiliza una emulsion
fotografica colocada sobre un corte histologico
para localizar material radiactivo en los tejidos

Muchos precursores moleculares pequefios de molé-
culas mds grandes, como los aminodcidos que integran
las proteinas y los nucledtidos que forman los dcidos
nucleicos, pueden marcarse mediante la incorporacién
de uno o varios atomos radiactivos a su estructura
molecular. Luego se investiga la radiactividad para
detectar las moléculas mads grandes en las células y los
tejidos. Las moléculas precursoras marcadas pueden
inyectarse en animales vivos o introducirse en células u
6rganos de cultivo. De este modo se han estudiado la
sintesis del DNA vy la ulterior divisién celular, la sinte-
sis y secrecion de las proteinas por las células y la ubi-
cacién de los productos de sintesis dentro de las célu-
las y en la matriz extracelular.

Los cortes de las muestras que han incorporado el
material radiactivo se montan en portaobjetos. En la

Microscopia

oscuridad el portaobjetos suele sumergirse brevemen-
te en una emulsion fotografica fundida de manera que
se forme una delgada pelicula fotografica sobre su
superficie. Luego de la exposicién adecuada en una
camara oscura, en general durante un periodo de dias
a semanas, la emulsién expuesta se revela con las téc-
nicas fotograficas comunes y el portaobjetos con la
muestra se preserva siempre sellindolo con un cubre-
objetos. Los preparados se pueden tenir antes de la
exposicion y el revelado o después. Mediante este pro-
cedimiento se exponen y revelan los granulos de plata
en la emulsién sobre las moléculas marcadas con
material radiactivo; los granulos aparecen como pun-
tos oscuros en el sitio de emision radiactiva cuando la
muestra se examina con el microscopio 6ptico (fig.
1.9a).

Estos granulos pueden usarse sencillamente como
indicadores de la localizacién de una sustancia pero
también pueden contarse para obtener informacién
semicuantitativa acerca de la cantidad de una sustancia
dada en un sitio especifico. Por ejemplo, después de
inyectarle timidina tritiada a un animal las células que
hayan incorporado este nucledtido en su DNA antes de
dividirse pero que todavia no hayan sufrido la mitosis
tendran alrededor del doble de granulos de plata sobre
sus ntcleos que las células que se hayan dividido des-
pués de incorporar el nucleétido marcado.

La radioautografia también puede practicarse sobre
cortes finos de material incluido en plastico para su
observacién con el microscopio electrénico. En esencia
se usan las mismas técnicas pero, como ocurre con
todos los métodos de preparacion para el MET, los pro-
cedimientos son mucho mas delicados y dificiles; no
obstante, también permiten lograr una resolucién
mucho mayor y una deteccion mas precisa (fig. 1.9b).

MICROSCOPIA
Microscopia optica

Un microscopio, sea simple (una sola lente) o com-
puesto (lentes multiples), es un instrumento que
aumenta el tamano de una imagen y permite ver mas
detalles que los que seria posible visualizar a simple
vista. El microscopio mas sencillo es una lupa o un par
de gafas o anteojos para leer.

El poder de resolucion del ojo humano, o sea la dis-
tancia que debe haber entre dos objetos para que se
vean separados y no parezcan uno solo (0,2 mm), esta
determinado por el espacio que hay entre las células
fotorreceptoras contiguas de la retina. La funcién de un
microscopio es ampliar una imagen hasta un grado en
el cual la retina pueda resolver la informacion que de
otro modo estaria por debajo de su limite de resolu-
cién. En el cuadro 1.3 se compara la resolucién del ojo
humano con la de microscopios diversos.
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FIGURA 1.9. Ejemplos de radioautografia en microscopia éptica y electrénica. a. Microfotografia de un
corte de ganglio linfatico de un animal al que se le administro timidina tritiada (*H). En algunas de las células se ven aglo-
meraciones de granulos de plata metélica con el aspecto de pequefas particulas negras (flechas). Estas células han sinteti-
zado DNA en preparacion para la division celular y han incorporado la [3H]timidina en el DNA recién formado. Con el tiem-
po las particulas radiactivas de baja energia emitidas por la [*H]timidina chocan contra los cristales de haluro de plata de
una emulsién fotografica que cubre la muestra (exposicion) y crean una imagen latente (como hace la luz al incidir sobre
la pelicula de una camara fotografica). Durante el revelado del portaobjetos cubierto con la emulsion la imagen latente,
que no es otra cosa que el haluro de plata activado, se torna visible porque la sal se reduce a plata metdlica, la que apare-
ce como granulos negros en el examen microscépico. 1 200 x. (El preparado original es gentileza del Dr. Ernst Kallenbach.)
b. Radioautograffa microscépica electrénica de la regién apical de una célula absortiva intestinal. Para realizar este estudio
se le inyectd a un animal 123 unido a factor de crecimiento nervioso (NGF) y 1 hora después se extrajo la muestra de teji-
do, que luego se prepar6 de manera semejante a la que se utiliza para la microscopia 6ptica. El tamafo relativamente
pequeno de los granulos de plata contribuye a la localizacion precisa de los complejos '2°I-NGF. Obsérvese que los granu-
los de plata se concentran en las invaginaciones apicales (inv) y en las siluetas tubulares endosémicas tempranas (tub).
32 000 x. (La microfotografia electrénica es gentileza de la Dra. Marian R. Neutra.)

El poder de resolucién es la capacidad de una ya se menciond, depende de que todas las condiciones
lente o sistema 6ptico del microscopio de producir  sean 6ptimas. La lente ocular aumenta la imagen producida
imagenes separadas de objetos que estan muy por la lente objetivo, pero no puede aumentar la resolucion.

cerca uno de otro

La resolucién no depende sélo del sistema 6ptico sino mﬁ“‘ del ojo en comparacion
también de la longitud de onda de la luz y de otros fac- R cxoscopios

tores, como por ejemplo el espesor de la muestra, la cali- Distancia entre los puntos que se resuelven

dad de su fijacion y la intensidad con la que estd tefiida. ~ Ojo humano 0,2 mm
Con una luz cuya longitud de onda fuera de 540 nm Microscopio 6ptico de campo claro 0,2 um
(véase cuadro 1.1), una luz proveniente de un filtro verde MEB 2,5nm

a la cual el ojo es muy sensible, y con lentes objetivo y =~ MET

condensadora adecuadas, la maxima resolucion alcanza- En la teoria 0,05 nm
. P . . En la practica 1,0 nm
ble seria de 0,2 wm (en la pagina 17 se describe el méto- . | :
Microscopio de fuerza atémica 50 pm

do para calcularla). Esta es la resolucion tedrica y, como
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En la investigacién biolégica moderna se dispone de
diversos microscopios 6pticos para el uso general o
especializado. Sus diferencias radican principalmente en
factores como la longitud de onda con que se ilumina
la muestra, la alteracion fisica de la luz que llega a la
muestra o que emana de ella y los procesos analiticos
especificos que puedan aplicarse a la imagen final. A
continuaciéon se presenta una breve descripcién de
estos instrumentos y sus aplicaciones.

El microscopio utilizado por la mayoria de los
estudiantes e investigadores es el microscopio de
campo claro

El microscopio de campo claro es el descendiente
directo de los microscopios que se usaban en el siglo xix
y que inauguraron la primera gran era de investigacion
histolégica. En esencia, los componentes del microsco-
pio de campo claro (fig. 1.10) son los siguientes:

e Fuente luminosa para la iluminacién de la muestra,
por ejemplo, una ldmpara en la subplatina.

o Lente condensadora para enfocar el haz de luz a la
altura de la muestra.

e Platina sobre la que se coloca el portaobjetos.

o Lente objetivo para recoger la luz que ha atravesado
la muestra.

\

)
Microscopia B
P

o Lente ocular (o un par de lentes oculares en los
microscopios binoculares, que son de uso mais
comun) a través de la cual se puede examinar direc-
tamente la imagen formada por la lente objetivo.

Para que la muestra pueda verse con el microscopio
optico de campo claro tiene que ser lo suficientemente
fina para que la luz pase a través de ella. Aunque cier-
ta cantidad de luz es absorbida al atravesar la muestra,
el sistema 6ptico del microscopio de campo claro no
produce un grado de contraste ttil en los cortes no
tenidos. Por este motivo se utilizan las diversas técnicas
de coloracién ya comentadas.

Examen de un preparado histoléogico
con el microscopio optico

Los o6rganos son tridimensionales, mientras que los
cortes histologicos tienen solo dos dimensiones

Como se comentd en la seccién sobre “Preparacion
del tejido”, toda muestra tisular preparada para su exa-
men con el microscopio éptico tiene que ser cortada en
laminas muy finas. En consecuencia, de una muestra de
tejido originalmente tridimensional se obtienen cortes
bidimensionales. Uno de los mayores desafios que
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FIGURA 1.10. Diagramas comparativos de la formacion de la imagen en diferentes tipos de micros-~
copios. El microscopio 6ptico (a /a izquierda) se presenta como si estuviera invertido; el microscopio electrénico de trans-
misién (MET) aparece en el medio y el microscopio electronico de barrido (MEB) se ilustra a la derecha. Las flechas rojas

representan la muestra y sus imagenes aumentadas.
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Uso correcto del microscopio éptico

Esta breve introduccién al uso correcto del microsco-
pio Optico esta dirigida a los estudiantes que usaran el
microscopio para el examen de rutina de preparados his-
tolégicos. Si el comentario siguiente parece elemental
s6lo se debe a que con mucha frecuencia las personas
que usan el microscopio no aprovechan todas sus venta-
jas. A pesar del equipo sofisticado disponible en la actua-
lidad y de su uso muy difundido, en muchos casos se
carece de la instruccion formal necesaria sobre cémo
debe emplearse el microscopio éptico.

Los sistemas 6pticos costosos y muy corregidos sélo
pueden funcionar en forma 6ptima cuando los trayectos
de los haces de iluminacion y de observacion estan cen-
trados y tienen un ajuste correcto. El uso de ajustes y ali-
neamientos adecuados contribuird sustancialmente al
reconocimiento de detalles muy diminutos de la muestra
y a la manifestacién fidedigna de los colores para la
vision directa o la microfotografia.

La iluminacién Kéhler es una de las claves de la
buena microscopia y estd incorporada al disefo de casi
todos los microscopios modernos que se usan en labora-
torios o para la investigacion. En la figura adjunta se ilus-
tran los dos trayectos de los rayos luminosos y todos los
controles de ajuste de un microscopio moderno y esta
deberd emplearse como gufa al seguir las instrucciones
gue se dan a continuacion para obtener una iluminacion
adecuada en el microscopio.

Los ajustes necesarios para conseguir una buena ilu-
minacién Kohler son pocos y sencillos:

e Se enfoca la muestra.

e Se cierra el diafragma de campo.

e Se enfoca el condensador moviéndolo hacia arriba o
hacia abajo hasta que el contorno de su diafragma de
campo aparezca bien nitido (en foco).

e Se centra el diafragma de campo con los controles de
centrado de la subplatina (donde esta el condensa-
dor). Luego se abre el diafragma de campo hasta que
el haz luminoso cubra todo el campo observado.

e Se retira el ocular (o se usa un telescopio de centra-
do o un accesorio telescopico de fase, si se dispone
de ellos) y se observa la pupila de salida del objeti-
vo. Asi se verd un campo circular iluminado cuyo
radio sera directamente proporcional a la apertura
numérica del objetivo. A medida que se cierre el dia-
fragma del condensador su contorno aparecera
dentro de este campo circular. Para la mayor parte
de los preparados tefidos el diafragma del conden-
sador debera cerrarse hasta cubrir aproximadamen-
te dos tercios de la apertura del objetivo. El resulta-
do de este ajuste es la avenencia maxima entre
resolucion y contraste (que no es mas que la diferen-
cia de intensidades entres las regiones claras y oscu-
ras de la muestra).

Imagen final

TRAYECTO TRAYECTO
ILUMINACION KOHLER A TRAVES DEL MICROSCOPIO DE LOS HACES DE LOS HACES
QLUE FORMAM LA IMAGEN DE ILLMINACION

Diagrama de un microscopio éptico tipico. Este dibujo muestra un corte transversal del microscopio, sus com-
ponentes funcionales y el trayecto de la luz. (Gentileza de Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY, EE.UU.)
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Uso correcto del microscopio éptico

Si se ponen en practica estos cinco consejos simples
la imagen obtenida sera la mejor que permita la optica
del microscopio. Ahora veamos por qué.

Primero, ¢por qué ajustamos el diafragma de campo
para cubrir sélo el campo observado? lluminar un campo
mas grande que el que el sistema éptico puede “ver”
s6lo conduce a reflexiones internas o a una pérdida de
luz, lo cual da como resultado mas “ruido” o una dismi-
nucién del contraste de la imagen.

Segundo, ipor qué se pone énfasis en el ajuste del
diafragma del condensador o, en otras palabras, la aper-
tura de iluminacion? Este diafragma ejerce gran influen-
cia sobre la resolucion y el contraste con los que se pue-
den observar ciertos detalles de la muestra.

Para la mayorfa de las aplicaciones practicas la resolu-
cion esta determinada por la ecuacion

d= d
ANobjetivo + ANcondensador
en donde
d = distancia entre los puntos del detalle resuelto (en
nm),
A = longitud de onda de la luz utilizada (verde = 540
nm),

AN = apertura numérica o seno de la mitad del dngulo
limitado por los rayos mas periféricos que, partien-
do de un punto cualquiera del objeto, penetran en
el objetivo (o condensador) y contribuyen a la for-
macién de la imagen, multiplicado por el indice de
refraccion del medio interpuesto entre el objetivo
(o condensador) y la muestra.

¢De qué manera la longitud de onda y la apertura
numérica ejercen influencia directa sobre la resolucion?
Las estructuras de la muestra refractan la luz. El angulo
de refraccién es directamente proporcional a la longitud
de onda e inversamente proporcional al espaciado entre
las estructuras. Segun Ernst Abbé, un espaciado estruc-
tural dado sélo puede resolverse cuando el sistema 6pti-
co de observacion (objetivo) puede ver cierta cantidad de
la luz refractada producida por el espaciado. Cuanto
mayor es la apertura del objetivo mayor es la cantidad de
luz refractada que participa en la formacion de la ima-

enfrentan los estudiantes que utilizan el microscopio
para estudiar la histologia es la posibilidad de recons-
truir mentalmente la tercera dimensién “faltante”.

Por ejemplo, en la figura 1.11a se ilustran cortes en
planos diferentes a través de una naranja. Obsérvese
que cada superficie de corte (indicada por una linea de
puntos) de la naranja entera exhibe tamanos y mode-

gen, con lo que se resuelven detalles menores y las ima-
genes son mas nitidas.

Sin embargo, nuestra férmula sencilla, demuestra
que la apertura del condensador es tan importante como
la apertura del objetivo. Y esto es l6gico si se considera
el angulo de refraccion de un haz oblicuo o uno de aper-
tura mayor. Este angulo se mantiene esencialmente
constante pero se le presenta al objetivo de manera tal
que puede ser captado con facilidad.

¢ Coémo afecta el contraste el ajuste de la apertura? En
teoria lo mas cercano a la transferencia real de contraste
entre la muestra y la imagen se obtendria por la interac-
cion (interferencia) entre los rayos no refractados y todos
los refractados.

Para la transferencia de contraste entre transmision
total y absorcion completa en una muestra la relacién
de intensidad entre la luz refractada y la no refractada
tendria que ser de 1:1 para obtener una interferencia
destructiva total (negro) o una interferencia constructiva
total (blanco). Cuando la apertura del condensador es
igual a la apertura del objetivo, la luz no refractada
penetra en el objetivo con intensidad completa, pero la
luz refractada sélo puede hacerlo parcialmente, lo que
produce una disminucion del contraste. En otras pala-
bras, si se cierra la apertura del condensador hasta los
dos tercios de la apertura del objetivo se consigue una
relacion de intensidad entre la luz refractada y la no
refractada que se acerca a 1:1y, en consecuencia, opti-
miza el contraste. Si se cierra la apertura del condensa-
dor (o se baja el condensador) y se pierde este equilibrio
se produciran fenémenos de interferencia o artefactos
de la imagen, como anillos de refraccion o lineas alrede-
dor de las distintas estructuras de la muestra. La mayor
parte de las técnicas microscopicas empleadas para
aumentar el contraste (p. e]., campo oscuro, iluminacién
oblicua, contraste de fase, modulacion del contraste)
tienen su fundamento en el mismo principio, es decir
que suprimen o reducen la intensidad de la luz no
refractada para mejorar un contraste intrinsecamente
bajo de la muestra.

Si se siguen los pasos descritos y se mantienen limpias
las lentes, la calidad y la fidelidad de las imagenes obser-
vadas solo variaran de acuerdo con la capacidad de fun-
cionamiento del sistema 6ptico.

los estructurales diferentes segtin la orientacién del
corte. Por lo tanto, al examinar un corte dado a través
de la naranja es importante ser capaz de reconstruir
mentalmente la organizacién de la estructura y de sus
partes constitutivas. En la figura 1.11b se muestra un
ejemplo de una estructura histologica, en este caso un
corptsculo renal, segiin aparece en planos de cortes
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FIGURA 1.11. Ejemplo de cortes de una naranja y de un corpiisculo renal. Las lineas de puntos dibujadas
sobre la naranja entera indican el plano del corte que esta en relacién con cada una de las superficies seccionadas. De modo
similar, los cortes diferentes a través de un corpusculo renal, que también es una estructura esferoidal, muestran diferen-
cias en cuanto a su aspecto. El tamafo y el aspecto de la estructura interna son un reflejo del plano del corte.
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diferentes. Obsérvense las grandes diferencias en cada
corte del corptsculo renal. Mediante el examen de
varios de estos cortes bidimensionales es posible ima-
ginar la configuracion tridimensional de la estructura
examinada.

En todas las etapas de la preparacion de los
tejidos pueden generarse artefactos en los
preparados histologicos

Para la realizaciéon de un preparado histolégico es
necesario seguir una serie de pasos que comienza con
la recoleccién de la muestra y termina con la coloca-
cién del cubreobjetos. En cada paso puede introducir-
se un artefacto (un error en el proceso de preparacion).
Por lo general los artefactos que aparecen en el prepa-
rado terminado estan vinculados con la metodologia, el
equipo o los reactivos usados durante la preparacion.
La poca pureza de las sustancias quimicas y los reacti-
vos utilizados en el proceso (fijadores, reactivos y colo-
rantes), las imperfecciones en la ejecucion de la meto-
dologia (intervalos de fijacion, deshidratacion, inclusion
y coloracién demasiado cortos o demasiado largos o
descuidos en el montaje o la colocacién del cubreobje-
tos) o el equipo inadecuado (un micrétomo con una
cuchilla desafilada) pueden producir artefactos en el
preparado final. Es importante que los estudiantes
adviertan que no todos los preparados de su coleccién
son perfectos y que estén familiarizados con los artefac-
tos mas frecuentes.

Otros sistemas opticos

Ademds del microscopio de campo claro, que se usa
habitualmente para el examen de rutina de los prepa-
rados histolégicos, en los laboratorios clinicos y de
investigacion se aplican otros sistemas opticos que se
describirdn a continuacién. Algunos se utilizan para
aumentar el contraste sin necesidad de tenir (como el
microscopio de contraste de fase); otros estan disenia-
dos para ver las estructuras mediante el uso de técni-
cas especiales como la inmunofluorescencia (microsco-
pios de fluorescencia y confocal).

El microscopio de contraste de fase permite el
examen de células y tejidos no teiiidos y es de
especial utilidad para estudiar células vivas

El microscopio de contraste de fase aprovecha las
pequenas diferencias en el indice de refraccién que hay
en diferentes partes de una muestra de células o teji-
dos. La luz que atraviesa regiones de indice de refrac-
cién mayor (regiones mas densas) se refracta y queda
fuera de fase con respecto al haz luminoso principal. El
microscopio de contraste de fase afiade otras longitudes
de onda cuya salida de fase se ha inducido mediante
una serie de anillos 6pticos en las lentes condensadora
y objetivo, con lo que en esencia se cancela la amplitud
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de la porcion del haz refractada inicialmente y se pro-
duce contraste en la imagen. Las partes oscuras de la
imagen corresponden a las regiones densas de la mues-
tra mientras que las partes claras corresponden a regio-
nes menos densas. Por lo tanto, el microscopio de con-
traste de fase sirve para examinar células y tejidos
vivos, como los de cultivo, y también se usa mucho
para estudiar cortes semifinos no tefiidos (de alrededor
de 0,5 um) de material incluido en plastico.

Dos modificaciones del microscopio de contraste de
fase son el microscopio de interferencia, que también
permite cuantificar masa histica, y el microscopio de
interferencia diferencial (con optica de Nomarski), que
es de especial utilidad para evaluar las propiedades de
la superficie de las células y otras muestras biologicas.

En la microscopia de campo oscuro la lente
objetivo no capta luz directa proveniente de
la fuente luminosa

En el microscopio de campo oscuro sélo los rayos de
luz refractados por las estructuras de la muestra pene-
tran en el objetivo. Para lograr esto el microscopio esta
provisto de un condensador especial que ilumina el
preparado con mucha intensidad y en forma muy obli-
cua. Asi, el campo se ve oscuro y sobre €l se destacan
pequenias particulas de la muestra que reflejan parte de
la luz y aparecen brillantes.

El efecto es similar al que producen las particulas de
polvo en el haz luminoso de un proyector de diaposi-
tivas cuando la habitacion esta oscura. La luz reflejada
por las particulas de polvo alcanza la retina del ojo y
eso permite verlas como puntos brillantes.

La resolucién del microscopio de campo oscuro no
puede ser mejor que la del microscopio de campo
claro, dado que ambos usan luz de la misma longitud
de onda. No obstante, como consecuencia del mayor
contraste obtenido, en las imagenes de campo oscuro
pueden detectarse particulas mds pequenas.

En la investigacion este microscopio se utiliza para
examinar preparados radioautograficos, en los cuales
los granulos de plata revelados aparecen blancos sobre
un fondo oscuro. En cambio, en la practica clinica es
util para la deteccion de cristales (p. ej., de oxalato o
acido turico) en la orina, y para la identificacion de espi-
roquetas, en particular Treponema pallidum, el microor-
ganismo causante de la sifilis, una enfermedad de trans-
misién sexual.

El microscopio de fluorescencia aprovecha la
capacidad de ciertas moléculas de fluorescer
bajo la luz ultravioleta

Una molécula que fluorece emite luz de longitudes
de onda dentro del espectro visible cuando es expues-
ta a una fuente de luz ultravioleta (UV). El microscopio
de fluorescencia se utiliza para la deteccion de molécu-
las con fluorescencia natural (autofluorescencia), como
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FIGURA 1.12. Diagrama de la luz emitida “en foco” y “fuera de foco” en el microscopio confocal. a.
Este diagrama muestra el trayecto del haz laser y de la luz emitida cuando la estructura formadora de iméagenes esta direc-
tamente en el foco de la lente. La pantalla con un orificio puntiforme al otro lado del sistema 6ptico del microscopio con-
focal permite que la luz de la estructura en foco atraviese el orificio. Luego programas informaticos traducen la luz en una
imagen. Dado que el punto focal de la lente objetivo del microscopio forma una imagen nitida a la altura en la que esta el
orificio puntiforme, estos dos puntos reciben el nombre de puntos confocales. b. Este diagrama muestra el trayecto del haz
laser y de la luz emitida, que esta fuera de foco en relaciéon con el orificio puntiforme. En consecuencia, la luz de la mues-

tra bloqueada por el orificio nunca se detecta.

la vitamina A y algunos neurotransmisores. Sin embar-
go, dado que las moléculas autofluorescentes no son
muchas, la aplicacién principal de este microscopio
consiste en estudiar la fluorescencia secundaria, como
cuando se quieren detectar antigenos o anticuerpos en
las técnicas de inmunocitoquimica (véase fig. 1.7). Las
moléculas fluorescentes especificas también pueden
inyectarse en un animal o directamente en las células y
luego usarse como marcadores. Estos métodos han
resultado utiles en el estudio de las uniones intercelu-
lares (del tipo de los nexos), en la investigacion del tra-
yecto de las fibras nerviosas en neurobiologia y en la
deteccion de marcadores fluorescentes del crecimiento
de los tejidos mineralizados.

Entre la fuente luminosa UV y la muestra se colocan
varios filtros para producir luz monocromatica (de una
sola longitud de onda) o casi monocromatica (longitud
de onda de banda estrecha). Un segundo conjunto de
filtros colocados entre la muestra y el objetivo permite
que sélo la estrecha banda de longitud de onda de la
fluorescencia llegue al ojo, a una emulsion fotografica o
a otro procesador analitico.

El microscopio confocal de barrido combina
componentes de un microcopio éptico de campo
claro con un sistema de barrido para disecar
Opticamente una muestra

El microscopio confocal de barrido permite la

visualizacién de una muestra biolégica en tres dimen-
siones. Las dos lentes del microscopio confocal (obje-
tivo y fototubo) estan alineadas en forma perfecta para
enfocar la luz proveniente del punto focal de una lente
en el punto focal de la otra lente. La diferencia prin-
cipal entre un microscopio convencional y uno confo-
cal es la adicion de una apertura de detector (orificio
puntiforme) que estd en conjunciéon con el punto focal
de la lente; por lo tanto es confocal. Este orificio de
posicién precisa solo permite que pase la luz “en foco”
hacia el interior del dispositivo fotomultiplicador
(detector), mientras que la luz “fuera de foco” tiene
bloqueado el paso hacia el detector (fig. 1.12). Este sis-
tema tiene la capacidad de obtener una resolucién
(0,2 a 0,5 pm) y una claridad excepcionales de un
corte fino de una muestra biolégica simplemente por
el rechazo de la luz fuera de foco. El sistema de ilu-
minacion laser que utiliza es fuertemente convergente
y en consecuencia produce una luz excitadora de gran
intensidad en la forma de un punto de barrido muy
superficial. Un sistema de espejos mueve el haz laser
sobre la muestra de manera que se ilumine un solo
punto a la vez (fig. 1.13). Se exploran muchos puntos
individuales en el mismo plano focal y un programa
informatico reconstruye la imagen a partir de los datos
registrados durante la exploracién. En este aspecto, la
microscopia confocal se parece a la tomografia com-
putarizada (TC).

Por otra parte, al usar solo la profundidad escasa de
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FIGURA 1.13. Estructura del microscopio confo-
cal y diagrama del trayecto de los rayos. La fuen-
te luminosa del microscopio confocal es un generador laser.
El haz laser (linea roja) que se dirige hacia la muestra de
tejido atraviesa un separador de haces dicroico y luego
pasa por dos espejos de barrido moviles; estos espejos
barren el haz laser por la muestra en las coordenadas x e y.
Por ultimo, el haz laser entra en el microscopio y atraviesa
su sistema optico para iluminar la muestra de tejido que se
desea examinar. La luz emitida por la muestra de tejido ilu-
minada (linea azul) retorna por el sistema éptico del micros-
copio, pasa por ambos espejos de barrido, atraviesa el
separador de haces y se enfoca en el orificio puntiforme. La
luz que atraviesa este orificio es captada y registrada por el
dispositivo detector conectado a un ordenador que forma
la imagen, un pixel a la vez.

la imagen en foco es posible crear imagenes multiples
de distintas profundidades de la muestra. Por ejemplo,
literalmente se puede asi disecar capa por capa todo el
espesor de la muestra. También es posible utilizar el
ordenador para realizar reconstrucciones tridimensio-
nales de una serie de estas imdgenes. Dado que cada
imagen individual de profundidades especificas dentro
de la muestra es muy nitida, la imagen tridimensional
resultante tiene iguales caracteristicas de nitidez.
Ademds, una vez que el ordenador ha armado cada una
de las imdgenes de los cortes, la reconstruccién tridi-
mensional puede rotarse y verse desde cualquier angu-
lo que se desee (véase fig. 1.5).

El microcopio de luz ultravioleta utiliza lentes de
cuarzo con una fuente de luz ultravioleta

En el microscopio de luz ultravioleta (UV) la ima-
gen depende de la absorcién de la luz UV por las
moléculas de la muestra. La fuente UV tiene una lon-
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gitud de onda aproximada de 200 nm, por lo que este
microscopio puede alcanzar una resolucién de 0,1 um.
En principio la microscopia UV tiene un funciona-
miento semejante al de un espectrofotometro, pero los
resultados se registran en una placa fotografica. La
muestra no puede inspeccionarse en forma directa a
través del ocular porque la luz UV no es visible y lesio-
na el ojo.

La microscopia de luz UV es ttil para detectar 4ci-
dos nucleicos, en especial las purinas y las pirimidi-
nas que son las bases nitrogenadas de los nucleéti-
dos. También es ttil para detectar las proteinas que
contienen ciertos aminodcidos. Con una iluminacién
con longitudes de onda especificas habitualmente se
realizan procedimientos espectrofotométricos a través
del microscopio UV para determinar la cantidad de
DNA y RNA en células individuales. Como se descri-
bié en la pagina 8, este método se utiliza en la prac-
tica clinica para evaluar el grado de ploidia (multiplos
de la cantidad normal de DNA) en cortes de tumo-
res.

El microscopio de polarizacion tiene su
fundamento en el hecho de que las moléculas o
los conjuntos de moléculas muy bien ordenadas
pueden rotar el angulo del plano en que vibra la
luz polarizada

El microscopio de polarizacion o de luz polariza-
da es una simple modificaciéon del microscopio 6pti-
co de campo claro en la que se coloca un filtro de
polarizacion llamado polarizador, entre la fuente
luminosa y la muestra y se instala un segundo filtro,
llamado el analizador, entre la lente objetivo y el
observador.

Tanto el polarizador como el analizador pueden
rotarse; la diferencia entre sus angulos de rotacion se
utiliza para determinar el grado en el que una estructu-
ra afecta el haz de luz polarizada. La capacidad de los
cristales o las sustancias paracristalinas de rotar el
plano de la luz polarizada recibe el nombre de birre-
fringencia (refraccion doble). El musculo estriado y las
inclusiones cristaloides en las células intersticiales (de
Leydig) del testiculo, entre otras estructuras comunes,
exhiben birrefringencia.

Microscopia electronica

Hay dos tipos de microscopios electrénicos que pro-
porcionan datos morfolégicos y analiticos de células y
tejidos: el microscopio electrénico de transmision (MET)
y el microscopio electronico de barrido (MEB). El ade-
lanto principal de la microscopia electrénica respecto
de la microscopia optica es que la longitud de onda del
haz de electrones es unas 2 000 veces menor que la del
haz de luz, con lo que aumenta la resoluciéon por un
factor de 10°.
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El MET utiliza la interaccion de un haz de electro-
nes con la muestra para producir una imagen

En principio la “6ptica” del MET es similar a la del
microscopio optico (véase fig. 1.10), excepto que el
MET utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de
luz. El principio del microscopio es el siguiente:

e Una fuente, como es un filamento de tungsteno
calentado, emite electrones (cdtodo).

e Los electrones son atraidos hacia un dnodo.

e Una diferencia eléctrica entre el catodo y el anodo
imparte un voltaje de aceleracion de entre 20 000 y
200 000 voltios a los electrones, con lo que se gene-
ra un haz.

e Este haz de electrones atraviesa luego una serie de
lentes electromagnéticas que cumplen la misma fun-
cién que las lentes de cristal de un microscopio
optico.

La lente condensadora da forma al haz de electrones
que alcanza el plano de la muestra y cambia su didme-
tro. Entonces el haz que ha atravesado la muestra es
enfocado y aumentado por una lente objetivo para des-
pués volver a ser aumentado por una lente proyectora
o mas de ellas. La imagen final se mira en una panta-
lla fostorescente. Las partes de la muestra que han sido
atravesadas por los electrones aparecen claras; las par-
tes que han absorbido y dispersado los electrones a
causa de su densidad inherente o de la adicién de
metales pesados durante la preparacién aparecen oscu-
ras. Por arriba o por debajo de la pantalla visora se
puede colocar una placa fotografica o un detector de
video para registrar la imagen de la pantalla de modo
permanente.

La preparacion de las muestras para la
microscopia electronica de transmisiéon es
similar a la de la microscopia optica excepto
por la necesidad de métodos mas refinados

Los principios utilizados en la preparacion de los
cortes para su examen con el MET son esencialmente
los mismos que los que se emplean para la microsco-
pia optica con la restriccion de que en cada paso se
debe trabajar con muestras 3 a 4 veces mds pequefias
o mas delgadas que las habituales para la microscopia
optica. El MET, cuyo haz de electrones tiene una longi-
tud de onda de alrededor de 0,1 nm, posee una reso-
lucion tedrica de 0,05 nm.

Dada la excepcional resolucion del MET, la calidad
de la fijacion, es decir el grado de conservacion de la
estructura subcelular, tiene que ser la mejor que se
pueda conseguir.

La preparacion de rutina de las muestras para la
microscopia electrénica de transmision comienza
con la fijacion en glutaraldehido seguida por un
enjuague en una solucion amortiguadora (buffer) y
la fijacion con tetréxido de osmio

El glutaraldehido, un dialdehido, preserva las prote-
inas al establecer enlaces cruzados entre ellas; el tetro-
xido de osmio reacciona con los lipidos, en particular
los fosfolipidos. El osmio también imparte densidad
electronica a las estructuras celulares e histicas porque
es un metal pesado, lo cual mejora la formacion ulte-
rior de la imagen en el MET.

Lo ideal seria que los tejidos se perfundieran con
glutaraldehido amortiguado antes de extirparse del ani-
mal. Pero lo mds comun es que para el MET se fijen
piezas de no mas de 1 mm?® (muy pequefas si se las
compara con las piezas para el microscopio éptico, que
pueden medirse en centimetros). El proceso de deshi-
dratacion es el mismo que para la microscopia 6ptica y
el tejido se infiltra con una resina monomérica, en
general una resina epoxi, que luego se polimeriza.

El tejido incluido en plastico se corta en
micrétomos de disefio especial que poseen
cuchillas de diamante

Dado el poder de penetracion limitado de los elec-
trones, el espesor de los cortes para la MET de rutina
oscila entre 50 nm y no mas de 150 nm. Ademids,
como los abrasivos utilizados para afilar las cuchillas de
acero dejan rayas inaceptables en los cortes para el
MET, en lugar de estas se usan cuchillas de diamante
con un afilado casi perfecto. Los cortes obtenidos con
la cuchilla de diamante son demasiado finos como para
manipularlos; se los hace flotar desde el borde de la
cuchilla hacia la superficie de una cubeta llena de liqui-
do y se los recoge sobre rejillas de cobre revestido en
plastico. Las rejillas o grillas poseen 50 a 400 orificios
por pulgada o ranuras especiales para ver cortes seria-
dos. El haz de electrones atraviesa primero los orificios
de la rejilla de cobre y después la muestra y luego la
imagen se enfoca en la pantalla visora o en pelicula
fotografica.

La tincion de rutina de los cortes para la micros-
copia electronica de transmision es necesaria para
aumentar el contraste inherente de manera que los
detalles de la estructura celular sean faciles de ver
y fotografiar

En general los cortes para la MET se tifien median-
te la adicion a la muestra de materiales de gran densi-
dad, como los iones de metales pesados. Los iones de
metales pesados pueden unirse a los tejidos durante la
fijacion o la deshidratacién o por la inmersion de los
cortes, una vez realizados, en soluciones de estos
iones. El tetroxido de osmio, usado de rutina como
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fijador, se une a los componentes fosfolipidicos de las
membranas, con lo que estas adquieren una densidad
adicional.

Con frecuencia se anade nitrato de uranilo a las
soluciones alcohoélicas usadas en la deshidratacion para
aumentar la densidad de los componentes de las unio-
nes intercelulares y de otros sitios. La inmersién
secuencial en soluciones de acetato de uranilo y citrato
de plomo se usa de rutina para tefiir los cortes antes de
verlos con el MET y para obtener microfotografias elec-
trénicas de mayor contraste y mejor resolucion.

A veces se necesitan tinciones especiales para visua-
lizar los resultados de las reacciones histoquimicas o
inmunocitoquimicas con el MET. Los procedimientos
para fosfatasas y esterasas se usan con este proposito
(véase fig. 1.4). La sustitucion del colorante fluorescente
que ha sido conjugado con un anticuerpo por un com-
puesto con un metal pesado ha permitido la adaptacion
de las técnicas inmunocitoquimicas a la MET. De un
modo similar, las técnicas de radioautografia de rutina se
han ajustado para su uso con el MET (véase fig. 1.9b).
Estos métodos han sido particularmente utiles para
determinar las fuentes celulares y las vias intracelulares
de ciertos productos de secrecién, la distribucion sobre
la superficie celular de receptores especificos y la ubica-
cién intracelular de sustratos y farmacos ingeridos.

La criofractura es una técnica especial de prepara-
cién de las muestras para microscopia electrénica
de transmision, de importancia especial en el
estudio de las membranas

El tejido que se va a examinar puede ser fijado o no;
si lo ha fijado se elimina el fijador de la muestra antes
de proseguir. Se deja que un crioprotector (p. ej., glice-
rol) infiltre el tejido y luego se lo congela rapidamente

sideraciones funcionales:
microscopia electronica

Recuadro 1.5

Los principios electrénicos tanto del MET como del
MEB son semejantes a los de un tubo de rayos catédi-
cos (TRC), como por ejemplo el que se usa en los tele-
visores y en los monitores las computadoras. En efec-
to, los primeros microscopios electrénicos, construidos
a principios de la década de 1930, fueron creados en
forma independiente en varios paises por cientificos e
ingenieros que trabajaban en el desarrollo de la televi-
sién. Aunque en la década de 1930 el microscopio
electrénico permitié estudiar algunos virus y otros
materiales paracristalinos desecados, recién en la déca-
da de 1950, se desarrollaron métodos de fijacion,
inclusion y corte adecuados que permitieron aplicar el
MET como elemento de rutina en la investigacién bio-
l6gica.
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a unos —160° C. La formacion de cristales de hielo se
evita mediante el uso de los crioprotectores, la conge-
lacion rapida y el empleo de muestras diminutas. El
tejido congelado se coloca en el aparato de criofractu-
ra, que posee una camara de vacio, y se percute con el
borde de una cuchilla o navaja.

El plano de fractura pasa preferencialmente a tra-
vés de la parte hidréfoba de la membrana plasma-
tica, de manera que queda expuesto su interior

La fractura resultante de la membrana plasmatica
produce dos superficies nuevas. La superficie de la
membrana que atrds tiene el espacio extracelular se
llama cara E; la cara que tiene atrds el protoplasma
(citoplasma) se llama cara P. Luego la muestra se cubre
tipicamente con una capa de platino evaporado para
crear una réplica de la superficie de fractura. El tejido
se elimina y la réplica de la superficie, no el tejido
mismo, se coloca sobre la rejilla para su estudio con el
MET. En estas réplicas pueden verse detalles de la orga-
nizacion molecular (véase fig. 2.5, p. 34).

En la microscopia electronica de barrido el haz de
electrones no atraviesa la muestra sino que
explora (“barre”) su superficie

En muchos aspectos el MEB se parece mas a un tubo
de televisor que al MET. Para el examen de la mayoria
de los tejidos la muestra se fija, se deshidrata por dese-
cacién de punto critico, se cubre con una pelicula de
oro-carbono evaporados, se monta en un soporte de
aluminio y se coloca en la cdmara para muestras del
MEB. En el caso de los tejidos mineralizados es posible
eliminar todas las partes blandas con un removedor y
estudiar los detalles estructurales del mineral.

El barrido se consigue con el mismo tipo de explo-
racion que hace recorrer el haz electrénico sobre la
superficie de un tubo de television. Los electrones refle-
jados por la superficie (electrones retrodispersados) y
los electrones que son expulsados desde la superficie
(electrones secundarios) son recogidos por un detector
0 més y reprocesados para formar una imagen de tipo
tridimensional en un TRC (tubo de rayos catddicos) de
alta resolucion.

Luego se pueden tomar fotografias del TRC para
registrar los datos o la imagen puede grabarse en cinta
de video. Se pueden usar otros detectores para medir
los rayos X emitidos desde la superficie, la catodolumi-
niscencia de moléculas en el tejido debajo de la super-
ficie y los electrones Auger emitidos en la superficie.

El microscopio electronico de transmision-barrido
combina caracteristicas del MET y del MEB para
permitir el microanalisis de rayos X por sonda
electronica

La configuracion del MEB puede usarse para pro-
ducir una imagen de transmisioén si se inserta un por-
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tarrejillas a la altura de la muestra, se recogen los
electrones transmitidos con un detector y se recons-
truye la imagen en un TRC. Esta tltima configuracion
de un MEB o un microscopio electrénico de transmi-
sion-barrido (METB) facilita el uso del instrumento
para el microandlisis de rayos X por sonda electro-
nica.

El microscopio se puede equipar con detectores
para recoger los rayos X emitidos cuando el haz de
electrones bombardea el corte y, mediante el uso de
analizadores adecuados, se puede confeccionar un
mapa que muestre la distribucién en los cortes de los
elementos con un ntmero atémico superior a 12 y una
concentracion suficiente para producir bastante canti-
dad de rayos X para analizar. También pueden dedu-
cirse datos semicuantitativos para los elementos que
haya en concentracion suficiente. Por ende, ademas de
ser usados como instrumentos “opticos” tanto el MET
como el MEB pueden convertirse en herramientas ana-
liticas sofisticadas.

Laser

Fotodiodo |

e

Microscopia de fuerza atomica

El microscopio de fuerza atomica se ha convertido
en uno de los instrumentos mas poderosos para el
estudio de la topografia superficial con resoluciéon
molecular y atémica

Uno de los microscopios mas nuevos que ha demos-
trado ser muy util para los estudios bioldgicos es el
microscopio de fuerza atomica (MFA). Se trata de un
microscopio no 6ptico que funciona en la misma forma
que los pulpejos de los dedos, que tocan y sienten la
piel de nuestra cara que no podemos ver. La sensacién
captada por los pulpejos de los dedos es procesada por
nuestro cerebro, que tiene la capacidad de deducir la
topograffa superficial de la cara mientras los dedos la
tocan.

En el MFA una sonda puntiaguda muy fina (pua),
que en su extremo se aproxima al tamano de un solo
atomo, explora la muestra mientras sigue lineas parale-

Pua )
— —__Soporte
Explorador . “Muestra
| piezoeléctrico
f Yr— __._,_,..--'"
X |

i \
.-..-'.‘-.1%

v
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Ordenador

MODO DE CONTACTO

MODO DE PERCUSION

FIGURA 1.14. Diagrama del microscopio de fuerza atomica (MFA). Una pla muy fina en un soporte movil se
desplaza sobre la superficie de una muestra biolégica. El mecanismo de retrocontrol provisto por los exploradores piezo-
eléctricos permite que la pua se mantenga con una fuerza constante sobre la superficie de la muestra. La pUa se extiende
hacia abajo desde el extremo de un soporte reflector de laser. Sobre el soporte hay un haz laser enfocado. A medida que
la pua explora la superficie de la muestra, subiendo y bajando por su contorno, el haz laser se desvia desde el soporte hacia
un fotodiodo. El fotodiodo mide los cambios de las intensidades del haz laser y luego convierte esta informacién en una
corriente eléctrica. Un ordenador o computadora procesa la informacion recuperada desde el fotodiodo para formar una
imagen de la superficie y también para regular el explorador piezoeléctrico. En el modo de contacto (detalle de la izquier-
da), las fuerzas electrostaticas o de tension superficial arrastran la pua exploradora sobre la superficie de la muestra. En el
modo de percusion (detalle de la derecha), la pua del soporte oscila. Este Ultimo modo permite el estudio de muestras blan-
das y fragiles al mismo tiempo que consigue una resolucion alta.
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las a lo largo del eje x y repite la exploraciéon con inter-
valos breves a lo largo del eje y. La pta fina esta mon-
tada en el extremo de un soporte muy flexible para que
desvie el soporte conforme encuentra la “fuerza atomi-
ca” en la superficie de la muestra (fig. 1.14). La super-
ficie superior del soporte es reflectora y un haz laser se
dirige desde allf hacia un diodo. Esta distribucién acttia
como una “palanca optica” porque las desviaciones
muy pequenas del soporte se magnifican mucho en el
diodo. El MFA puede funcionar con la pta del soporte
tocando la muestra (modo de contacto) o la ptia puede
dar golpecitos a través de la superficie (modo de per-
cusion) como el baston de un ciego (fig. 1.14, detalles).

Conforme la pua sube o baja en el eje z mientras
atraviesa la muestra, los movimientos se registran en el
diodo como movimientos del haz laser reflejado. Un
dispositivo piezoeléctrico situado debajo de la muestra
se activa en un circuito de retrocontrol sensible con el
diodo para subir o bajar la muestra de modo que el haz
laser se centre en el diodo. Conforme la pta se hunde
en una depresion el dispositivo piezoeléctrico eleva la
muestra para compensar y cuando la ptia se eleva sobre
una eminencia el dispositivo compensa bajando la
muestra. La corriente hacia el dispositivo piezoeléctrico
se interpreta como el eje z, que junto con los ejes x e
y presenta la topografia de la muestra con una resolu-
cién molecular y, a veces, atémica (fig. 1.15).

Una ventaja importante del MFA para el examen de
las muestras biologicas es que a diferencia de lo que
sucede con los instrumentos opticos de alta resolucién
(p- ¢j., MET o MEB), la muestra no tiene que estar en
el vacio, incluso puede estar en el agua. Por lo tanto, es
posible obtener imdgenes de células vivas y de su
medio circundante.

|
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FIGURA 1.15. Imagen de microscopio de fuerza
atomica de una molécula de DNA individual. Esta
imagen se obtuvo en el modo de contacto, en el cual la pta
exploradora sube y baja desplazada por las anfractuosida-
des del “terreno” conforme se mueve hacia adelante y
hacia atras sobre la superficie de la muestra. La muestra
esta colocada sobre una superficie de mica ultralisa. Una
molécula individual de DNA produce una eminencia sufi-
ciente para ser detectada con facilidad. Los engrosamientos
a lo largo de la molécula de DNA son causados por las pro-
teinas unidas a ella y estos engrosamientos producen un
movimiento aun mayor de la pua exploradora. El campo de
exploracion mide 540 nm por 540 nm. La longitud de la
molécula de DNA oscila entre 0 y 40 nm. 185 000 x.
(Gentileza de la Dra. Gabriela Bagordo, JPK Instruments AG
Berlin, Alemania.)
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