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Un enfoque evolutivo
de la célula

Roberto A. Rovasio, Aldo R. Eynard y Mirta A. Valentich

Fig. 1-0. Imaginando una protocélula. Estructura vesicular con contenido orgénico,
rodeada por una membrana visible con microscopia de fluorescencia (véase fig. I-1).
“Todas la formas de vida estan compuestas por moléculas que no estan vivas por si
mismas. Pero, de qué manera difiere la materia viva de la no viva? Cémo podria
surgir una primitiva forma de vida de un conjunto de moléculas no vivas? La tran-
sicién de la materia no viva a la materia viva usualmente emerge en el contexto del
origen de la vida.” (Del parrafo inicial de Rasmussen et al., 2004).

E n el estudio inicial de la célula con frecuencia nos preguntamos sobre el origen
de esta unidad de los seres vivos, y es razonable pensar que no siempre la célula fue
como hoy la conocemos. Hace unos 3 000 millones de afios, cuando la Tierra estaba
en gran parte sumergida en la sopa prebiotica, no existian las células que darian
origen a todos los seres vivos. Sin embargo, comenzaban a darse las condiciones fi-
sicoquimicas para que ellas existieran luego de una larga evolucion (fig. 1-0).

¢ Cudles serian esas condiciones? En primer lugar —siguiendo a las prolongadas eras
de convulsiones volcanicas y millones de toneladas de materia hirviente que comen-
zaban a enfriarse—, no es dificil imaginar la aparicion de situaciones fisicoguimicas
adecuadas para la formacion de las primeras moléculas organicas simples. Asi como
hoy conocemos en detalle las formas de unién de unas moléculas con otras, no hay

razon para pensar que en aquella etapa prebidtica no existieran “afinidades” para las
uniones entre esas moléculas organicas. Asi, la unién de unas moléculas con otras,

con cierto grado de selectividad, daria origen a la formacién de los polimeros primi-
genios.
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EL CAMINO HACIA
LA PROTOCELULA

Como se mencioné en el parrafo introductorio
—avalado por abundante evidencia—, podemos ima-
ginar el inicio del largo camino que dara origen a la
célula®, como un enorme caldero que contiene mi-
riadas de las primeras moléculas organicas simples
(fig. I-1 A). Moléculas que, por afinidades fisicoqui-
micas que no serian necesariamente diferentes de las
del tiempo actual, determinaron uniones entre ellas.
Estos enlaces permitirian el surgimiento de conjun-
tos moleculares que denominamos los polimeros
primigenios (fig. I1-1 B). Considerando el comporta-
miento fisicoquimico de las moléculas “modernas”,
tampoco es dificil imaginar que en aquella época los
constituyentes de los primitivos polimeros tuviesen
sus propias preferencias de union, cuya resultante
seria otro polimero, complementario del primero
(fig. 1-1 C). Ala luz de nuestros actuales conocimien-
tos, los cambios que acabamos de describir no solo
fueron posibles, sino muy probables. Lo dificil para
nuestra dimensién humana es, precisamente, imagi-
nar que para llegar a esos cambios, hicieron falta mu-
chos millones de afios de evolucién molecular, y
muchos trillones de interacciones moleculares falli-
das, hasta que algunas de ellas comenzaron a ser es-
tables. Es dificil de imaginar —pero no imposible de
conceptuar— que muchos de los cambios que ocurren
en nuestras modernas células (o en un tubo de ensa-
y0) en segundos o minutos, demoraron millones de
afios en “ensayos” hasta llegar a un estado fisicoqui-
mico estable y reproducible.

¢COmo continla esta historia prebiotica? Ya tene-
mos moléculas orgénicas simples formando poli-
meros. No hay razon para pensar que las moléculas
integrantes de esos polimeros no hayan tenido afi-
nidad para unirse con otras moléculas simples y
gue éstas, a su vez, puedan haberse unido entre si
para formar un nuevo polimero (fig. I-1 D). Pode-
mos agregar a este razonamiento los millones de
afos que hagan falta, que nunca serén pocos... Pe-
ro, he aqui un nuevo cambio que sera esencial para
la vida tal como hoy la conocemos, cual es la adqui-
sicién de la capacidad de auto-duplicacion de un
polimero (fig. I-1 B-D).

En sintesis, en el viejo y largo camino hacia la pro-
tocélula ya tenemos los elementos que seran la ba-
se de muchos procesos importantes para la célula
moderna y el ndcleo fundamental de todos los sis-
temas bioldgicos. La formacion de polimeros y la
capacidad de autoduplicacion de los mismos for-
man la base de los procesos de sintesis bioldgica y
de la transferencia de informacion (fig. I-1 A-D).

Sin embargo, a pesar de la importancia de esos
millones de afios de evolucion molecular, atn esta-

* Las palabras en negrita se definen en el Glosario.

mos lejos de la protocélula. Para que ella pudiera
existir —sobre la base del conocimiento actual- fue-
ron necesarias al menos dos condiciones. En primer
lugar, que el nuevo polimero (fig. I-1 D) pudiera te-
ner un efecto “favorable” o “perturbador”, es decir,
un efecto regulador sobre los otros polimeros (fig. I-
1+ y -). Sin embargo, estos efectos estarian tan di-
luidos en las toneladas de sopa prebidtica del anti-
guo planeta que la accion reguladora en ese sistema
abierto seria intrascendente para la poblacién gene-
ral de moléculas. Para la transformacion en un sis-
tema cerrado fue necesaria la segunda condicién,
bajo la forma de otro tipo de molécula organica sim-
ple, que seguramente formo parte del joven planeta
en aquella primitiva era geoldgica. Los lipidos (gra-
sas) —como veremos en detalle mas adelante—, cuan-
do son agitados en un medio acuoso rico en mine-
rales y sales, tienen la propiedad de autoensamblar-
se en envolturas con forma de vesicula con liquido
encerrado en su interior. En la primitiva sopa, el li-
qguido no faltaba y las agitadas convulsiones tampo-
co, que hacian muy probable que a lo largo del
tiempo se fueran dando las condiciones para la pro-
duccién del primer compartimiento vesicular con
polimeros en su interior (fig. I-1 *). En este sistema
cerrado, si la produccion de un nuevo polimero tu-
viera un efecto favorable sobre los otros polimeros
(fig. I-1 +), el resultado seria una mayor estabilidad
del sistema; por el contrario, si el efecto fuese per-
turbador, la resultante seria el estancamiento o la
destruccion del microsistema (fig. 1-1 —). Es decir, la
seleccién natural a nivel molecular operaria con
mayor eficiencia en un sistema cerrado como el des-
crito. Y esto nos pone en los umbrales de la primiti-
va protocélula, un sistema que contiene los elemen-
tos béasicos para seguir evolucionando hacia una
mayor complejidad. La seleccion natural en el am-
bito molecular condicioné la evolucién quimica,
precediendo a la evolucién bioldgica. Esa primitiva
seleccion natural pudo realizarse debido a la for-
macion del primer compartimiento.

DE LOS PROCARIONTES A LOS
EUCARIONTES: LA GANANCIA
DE COMPARTIMIENTOS

Con los componentes basicos de la protocélula y
luego de unos cuantos millones de afios adicionales
de evolucién y seleccion natural, nos encontramos
con la ancestral y actual célula procarionte (bacte-
rias en su mayor parte). Estas son las células méas
simples y primitivas que podemos conocer en nues-
tros dias. Son pequefias y poseen un nucleoide o
componente nuclear de &cido desoxirribonucleico
(DNA) que no esta separado del resto del proto-
plasma. Por otra parte, su envoltura membranosa
adquirié complejidad y frecuentemente se rodea
con cubiertas externas (pared celular) formada por
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Fig. I-1. Etapas en la evolucion hacia la protocélula. A. Moléculas organicas simples. B. Polimero primigenio. C. Poli-
mero complementario. D. Nuevo polimero. (+) y (-) Efecto favorable o desfavorable sobre el polimero primigenio.

* Formacion del primer compartimiento = protocélula.

diferentes componentes moleculares que cumplen
funciones definidas. Sin embargo, la membrana ce-
lular rara vez, o transitoriamente, forma prolonga-
ciones o tabicamientos intracelulares (cuadro I-1).

El camino desde la célula procarionte primitiva
hasta la célula eucarionte significd un enorme in-
cremento de la complejidad (véase cuadro I-1). Sin
embargo, esa complejidad podria resumirse en un
concepto basico y general: la compartimentacion.
La célula eucarionte —caracteristica de organismos
maéas evolucionados- posee dos compartimientos
principales (nucleo y citoplasma), delimitados por
estructuras membranosas, al igual que las numero-
sas estructuras (organoides) localizadas en el com-
partimiento citoplasmatico.

Las enormes diferencias entre bacterias y células
eucariontes son notables en cuanto a tamafio, es-
tructura y funciones. Sin embargo, esta diversidad
parece enmascarar las numerosas semejanzas entre
estos diferentes tipos celulares. Por ejemplo, si ob-
servamos la composicion quimica de las bacterias,
podremos comprobar que es casi idéntica a la de las
células eucariontes y que una de las escasas diferen-
cias es su tamafio (cuadro I-2). Mas adelante en es-
te libro se notaran otras semejanzas, diferencias e

interacciones entre las células procariontes y las cé-
lulas eucariontes.

¢Como se llegé a tal grado de compartimentacién
en la célula eucarionte? El simple sentido comudn
nos indica que algo fragil (polimero primitivo o mo-
derno DNA) se preserva mejor si estad protegido.
Probablemente, la célula primitiva (protocélula o
bacteria ancestral) experimentd pequefios cambios
alo largo de eones, con resultados favorables o des-
favorables que marcaron la evolucion de la compar-
timentacidn. La célula eucarionte moderna, que al-
canzé el nivel mas alto de complejidad, seguramen-
te es el resultado de una seleccién natural que co-
menzd con la formacién y la estabilizacién de un
compartimiento nuclear (fig. I-2 A, B). Por el con-
trario, otras estirpes celulares como las bacterias ac-
tuales, protegen su DNA mediante la especializa-
cion y el reforzamiento de envolturas de su Unico
compartimiento protoplasmatico, pero al costo de
mantener una estructura general pequefa, primiti-
vay rigida. Eventualmente, al producirse una inva-
ginacion de la membrana celular, que arrastré y ro-
ded el DNA, otras porciones de la misma membra-
na unida a ribosomas formaron el primitivo reticu-
lo endoplasmatico (RE) (fig. I-2 B). Esto explicaria
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Cuadro I-1. Caracteristicas diferenciales entre células procariontes y células eucariontes

Caracteristicas Procariontes Eucariontes
Organismos Bacterias y cianobacterias Protistas, hongos, plantas y animales
Tamano Pequefio (1-10 pm) Grande (10-100 um)

Sistema genético

DNA circular no asociado con
proteinas en cromosomas

DNA lineal asociado con proteinas en
cromosomas

Nucleoide sin membrana

Nucleo con membrana

Poco DNA repetitivo

DNA repetitivo

Divisién celular

Fision, gemacion, no hay mitosis

Varias formas asociadas con mitosis

Separacion de cromosomas por
union a la membrana celular

Separacion de cromosomas por arrastre
de microtubulos

Sistema sexual

Transferencia unidireccional de
genes de donador a receptor

Fusion de genomas gaméticos asociada con
meiosis

RNA y proteinas

Sintetizados en el mismo
compartimiento

RNA sintesis/procesado en nucleo
Proteinas en citoplasma

Membranas internas

Sélo transitorias

Numerosos tipos y variedades

Metabolismo

Anaerdbico o aerobico

Aerdbico

Nutricion

Difusion. Algunos
fotosintetizadores

Absorcién, ingestién, secrecion, fotosintesis.
Mecanismos complejos con organoides
especializados

Organizacién celular

Ausente, principalmente
unicelulares

Compleja, principalmente multicelulares, con
muchas variedades celulares

Motilidad citoplasmatica

No posee citoesqueleto

Citoesqueleto y motores moleculares

Endocitosis y exocitosis ausente

Transporte vesicular

Endocitosis y exocitosis

Motilidad global Flagelos simples en ciertas

bacterias

Cilios y flagelos complejos
Migracion sobre sustrato celular o extracelular

por qué, como veremos las membranas interna y ex-
terna de la envoltura nuclear se contindan con la
membrana del RE. También existen solidos criterios
moleculares que apoyan la propuesta de que la mito-
condria se origind de una bacteria aerobia ancestral,
al ser internalizada por un eucarionte primitivo, se-
guido por la adaptacion simbiotica que les permitio
a ambos tipos celulares obtener ventajas funcionales
y evolutivas (fig. I-2 B). El origen del cloroplasto de
las células vegetales seria similar, pero por simbiosis
con una bacteria fotosintética (fig. 1-2 C). En ambos
casos, se sabe que muchas caracteristicas molecula-
res de estos organoides (DNA, RNA, enzimas, etc.)
son de “tipo bacteriano”, ambos estan envueltos por
una doble membrana (la externa derivada de la
membrana plasmatica) y ambos estan fuera del cir-
cuito topoldégico de endomembranas (fig. I-2 D).

COMPARTIMIENTOS Y FUNCIONES:
LA MEMBRANA CELULAR

El concepto de compartimentacion —basico y fun-
damental para el conocimiento de la biologia celu-
lar— visualiza el citoplasma como un conjunto de espa-
cios con diferente contenido, limitados por distintos tipos
de membranas (fig. I-2 D). Asi, todos los organoides
estan rodeados por una membrana (o dos, con me-
nos frecuencia) que delimitan espacios con una or-
ganizacion ultraestructural, composicién quimica,
propiedades fisicas y funciones caracteristicas. Mu-
chas de las enzimas que catalizan las funciones ce-
lulares se encuentran distribuidas en forma selecti-
va en los diferentes compartimientos, ya sea en sus
componentes membranosos 0 en los espacios que
delimitan. Las membranas, a la vez que separan
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Fig. 1-2. Posible evolucién de los compartimientos celulares. A. Adquisicion de envoltura nuclear y reticulo endoplas-
matico. B. Mitocondrias. C. Cloroplastos. D. Endomembranas de un eucarionte actual. REL: reticulo endoplasmatico

liso. RER: reticulo endoplasmastico rugoso.

medios de composiciones diversas y con frecuencia
incompatibles, permiten y regulan la interaccién
entre los compartimientos. La coordinacion de las
actividades de la membrana mantiene un funciona-
miento eficiente de la célula en tanto reciba el apor-
te indispensable de nutrientes y oxigeno que asegu-
re las condiciones homeostaticas constantes y con-
troladas. Ademas, el funcionamiento correcto de la
célula involucra interacciones con otras células y
con el medio extracelular, todo lo cual se realiza a

través de una o mas membranas, lo cual determina
el estado de salud de la célula y del organismo que
integra.

¢ Qué estructura posee la membrana que explique
el elevado numero y variedad de sus funciones? La
respuesta, también en este caso, debe referir a la
evolucion, pero esta vez a la “evolucion del conoci-
miento”. A lo largo de muchos decenios resultaba
obvio que la célula debia tener una estructura bidi-
mensional que la contuviera. Sin embargo, el mi-

Cuadro I-2. Diferencias en composicion quimica y volumen entre procariontes y eucariontes

Composicion quimica

Bacteria (E. coli)

Célula de mamifero
% del peso celular

Agua 70 70
lones inorganicos 1 1
Metabolitos pequefos 3 3
Proteinas 15 18
RNA 6 1,1
DNA 1 0,25
Fosfolipidos 2 3
Otros lipidos 1 2
Polisacaridos 2 2

Volumen total
Volumen relativo

2x10"2cm3

4x19°cm?

2000
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Fig. I-3. La membrana celular seguin el modelo de Gorter-
Grendel, con su doble capa de fosfolipidos orientados
con sus cabezas polares (P) hacia el exterior y las cadenas
hidréfobas (CH) hacia el interior de la bicapa. (Gorter y
Grendel, 1925).

croscopio utilizado durante muchos afios para des-
cribir en detalle muchos tipos celulares no permitio
visualizarla, por lo que durante largo tiempo el
concepto de membrana celular permanecié en el &m-
bito de las intuiciones o las especulaciones. Cuando
las herramientas tecnolégicas lo permitieron, se
avanzo sobre la idea de la composicion lipidica de
la membrana propuesta por Overton en 1902. Para
ello, dos cientificos seleccionaron un modelo expe-
rimental simple, el eritrocito de mamifero formado
esencialmente por una envoltura membranosa y un
contenido homogéneo, sin nudcleo ni organoides.
Luego de eliminar el contenido, analizaron la en-
voltura del eritrocito, describieron su composicion
en lipidos y, calculando el espacio que ocupaban,
concluyeron que la membrana plasmatica estaria
formada por una doble capa de lipidos, lo que esta-
blecid las bases estructurales de lo que se conoce co-
mo el modelo de Gorter-Grendel (fig. I-3). Este mo-
delo tedrico, basado sobre datos biofisicos y quimi-
cos, explicaba parcialmente la permeabilidad de la
membrana a las sustancias lipofilicas y la fusion es-
pontanea entre membranas (véase cap. 5, cuadro 5-
1), pero no podia explicar muchas otras funciones
celulares, para lo cual el modelo resultaba insufi-
ciente.

Durante 25 afios, el concepto de membrana no se
modifico, a pesar de que sélo explicaba parcial-
mente el mecanismo de permeabilidad de molécu-
las liposolubles o hidréfobas, y no podia explicar
muchas otras funciones de la membrana celular.
Por esta necesidad “funcional”, el modelo debio
evolucionar y se propuso el agregado de capas ex-
terna e interna de proteinas globulares adheridas
(adsorbidas) a la bicapa de fosfolipidos, que con-
formé el modelo de Danielli-Davson (fig. 1-4). Es-
ta participacion proteica en la membrana, aunque
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Fig. I-4. La membrana celular segun el modelo de Danie-
lli-Davson, con su doble capa de fosfolipidos y las protei-
nas globulares adsorbidas a sus superficies externa e in-
terna. (Danielli y Davson, 1935).

tampoco explicaba el mecanismo, ayudaba a vi-
sualizar mejor el transporte de moléculas hidroéfi-
las y la antigenicidad de la célula (véase cap. 5,
cuadro 5-1).

Sin embargo, el concepto de membrana aln no
contenia los elementos que permitieran compren-
der otras funciones y tampoco habia acuerdo en la
estructura molecular y forma de integracion de las
capas proteicas con los lipidos de la membrana. En
la década de 1950, la estructura de la membrana se
visualizé con los primeros microscopios electroni-
cos como una doble capa osmioéfilay, sobre una ba-
se cuantitativa proporcionada por los datos ultraes-
tructurales, Robertson postulé en 1962 que las pro-
teinas superficiales debian disponerse en forma ex-
tendida sobre la superficie lipidica. Esta estructura
y la visualizacién de la bicapa lipidica contribuye-
ron a consolidar el concepto universal aun vigente
de unidad de membrana, apoyado en particular
por la semejanza estructural entre las membranas
artificiales y diferentes tipos de membranas natura-
les (fig. I-5).

Pasaron casi cuarenta afios para que el modelo de
la membrana celular ganara nuevos componentes,
nueva estructura y mayor dinamismo. Durante esa
tercera etapa se hicieron contribuciones trascenden-
tes a la estructura de la membrana que, con ligeras
variantes, permanecen hasta la actualidad. Sobre la
base de los modelos anteriores se propuso la incor-
poracién de glucolipidos y glucoproteinas como
parte integral de la membrana y no adsorbidos como
en el modelo anterior. Estas moléculas estarian inte-
raccionando con la regién hidrofoba de la bicapa li-
pidica, exhibiendo su porcion glucidica hacia la su-
perficie externa de la célula. Esta ultima caracteris-
tica permitié también que se reconociera la existen-
cia real del glucocéliz como un componente intrin-
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Fig. I-5. A. Micrografia electronica de membrana artificial formada por el ensamble espontaneo de lipido-proteina-
agua. (W. Stoeckenius, tomada de De Robertis et al., fig. 7.7, 1968.) B. Membrana de dos células intestinales contiguas.
(Tomada de De Robertis et al., fig. 8.3, 1968.) C. Membrana plasmatica del cuerpo (flecha) y corte transversal de flage-
lo (f) de Trypanosoma cruzi. (Rovasio, 1976.)

seco de la superficie celular (véase cap. 5, figs. 5-2,
5-3y 5-13) y no como un simple “artefacto de técni-
ca” que los microscopistas visualizaban desde hacia
varios afos.

Ademas, se agreg6 al modelo un concepto dinéa-
mico que fue muy movilizador en las ciencias bio-
I6gicas. Se propuso que los diferentes componentes
de la membrana tenian capacidad para movilizarse
y realizar diferentes tipos de movimientos molecu-
lares, como girar, bascular entre las superficies ex-
terna e interna (flip-flop) y desplazarse tangencial-
mente a lo largo y a lo ancho de la membrana. Se
concretaba asi el modelo de Singer-Nicolson (fig. I-
6).

Este concepto de membrana, también denomina-
do modelo del “mosaico fluido”, concibe un “mo-
saico” como zonas mas viscosas de la membrana,
que se mueven entre areas mas fluidas a la tempe-
ratura corporal de cada especie. La integracién en
este modelo de los componentes estructurales y di-
namicos mencionados, en paralelo con los avances
tecnologicos y enfoques experimentales que permi-
tieron apoyarlo, contribuyeron a explicar y funda-
mentar muchas de las funciones celulares para las
cuales la participacion de la membrana es esencial,
como el flujo de membrana, el funcionamiento de
los receptores, el reconocimiento celular, la activi-
dad enzimatica superficial, la adhesién célula-cé-
lula y la adhesion célula-sustrato, la motilidad ce-
lular en un liquido, la migracion celular sobre sus-
tratos, los fendmenos de endocitosis y exocitosis,

los cambios de forma celular, la interaccién y el re-
clutamiento de ligandos (capping), muchos feno-
menos inmunes y de histocompatibilidad (véase
cap. 5, cuadro 5-1). Paralelamente, permitio deter-
minar la heterogeneidad fisicoquimica entre mem-
branas de diferentes células y entre diferentes
dominios de una misma membrana, asi como la
asimetria entre los componentes superficiales y ci-
tosélicos de una membrana.

NIVELES DE ORGANIZACION
CELULAR

Llegar al concepto de que la célula actual es el re-
sultado de un prolongado y complejo mecanismo
evolutivo nos permitird introducirnos en los cinco
capitulos de la Parte | del libro, en los que tratare-
mos inicialmente algunos métodos e instrumentos
para estudiar la célula, para detallar a continuacion
sus principales estructuras, funciones y productos.
Esos conocimientos daran las condiciones adecua-
das para entender que los organismos de muchos
metazoarios, como el ser humano, estan formados
por un elevado numero de células (cerebro = jjj10%
células!!!) y que éstas no se disponen al azar, sino
que se encuentran distribuidas con distintos gra-
dos de complejidad en los diferentes niveles de or-
ganizacion.

En la Parte Il (capitulos 6 a 10) veremos como las
células se agrupan en diversas poblaciones celula-



Parte | - Un enfoque evolutivo de la célula “

res y como éstas se organizan en estructuras mas
complejas para formar los tejidos (epitelial, nervio-
so, muscular, etc.). La formacién de esos patrones
complejos requieren interacciones celulares y mole-
culares precisas, con lo cual integraremos la em-
briogénesis, como desarrollo progresivo de niveles
de organizacién de complejidad creciente a partir
de una sola célula. Y también estudiaremos la his-
togénesis, es decir, la formacidn de los tejidos basi-
cos y sus derivados a lo largo de las etapas embrio-
narias y su mantenimiento en la etapa adulta.

Finalmente, en la Parte 11l (capitulos 11 a 15) de-
sarrollaremos un nivel de organizacion superior al
tratar la integracion entre los diversos tejidos para
formar los 6rganos y la coordinacion de éstos en
sistemas. Este tratamiento, en simultadneo con las
etapas embrionario-fetales, permitira integrar los
conocimientos de forma y actividad celular-tisular
con su desarrollo a lo largo del tiempo (compleji-
dad espacio-temporal).

En resumen, las células, los tejidos, los drganos y
los sistemas son parte de los diferentes niveles que
se organizan en un organismo vivo a lo largo del
tiempo y de cuya equilibrada integracién dependen
todos los procesos vitales. La manera arménica y
coordinada del funcionamiento normal en el estado
de salud se considerara en los ejemplos sobre los
cambios que se producen en las células y en los te-
jidos en el estado de enfermedad, cuando su estruc-
tura, funcién o mecanismo de regulacion resultan
alterados.

EL ESTUDIO DE CELULAS
Y TEJIDOS, SU RELACION CON
OTRAS AREAS BIOMEDICAS

La biologia celular, la histologia y laembriologia
son areas interdisciplinarias que convergen para el
estudio de diversos aspectos de la estructura, la
funcién y la regulacién de conjuntos celulares inte-
grados y organizados a lo largo del desarrollo de un
organismo desde su etapa unicelular hasta su
muerte. A su vez, esas disciplinas fundamentan y se
involucran en multiples areas del conocimiento de
las ciencias biomédicas.

La biologia celular proporciona las bases estruc-
turales de los cambios quimicos y metabdlicos es-
tudiados en quimica biolégica, asi como de las
caracteristicas funcionales correspondientes a la fi-
siologia; son numerosos los mecanismos celulares
y moleculares —asi como las herramientas utiliza-
das para su estudio— que requieren los fundamen-
tos de la biofisica. La histologia se relaciona con la
anatomia, ya que ésta no se integra desde lo fun-

Fig. 1-6. La membrana celular segiin el modelo de Sin-
ger-Nicolson, con la doble capa de lipidos y las proteinas
integrales que atraviesan total (P,) o parcialmente (P,) la

membrana. Una de las proteinas integrales forma un ca-
nal o tdnel (t) que comunica ambas superficies de la
membrana. Se indican también los glucolipidos (Gl) y las
glucoproteinas (Gp) con sus residuos azucares hacia el
lado externo de la membrana formando el glucocaliz.
(Singer y Nicolson, 1972)

cional si se desconoce la estructura histologica, asi
como no se comprende el estudio microscopico de
los tejidos y los 6rganos si no se conoce la anatomia
global. Asimismo, el conocimiento de las estructu-
ras y las funciones normales de células y tejidos
forma la base y la sintesis integradora del conoci-
miento para poder encarar el estudio de la anato-
mia patoldgica. Por otra parte, tanto la biologia ce-
lular como la histologia no sélo estan estrechamen-
te relacionadas con la embriologia y la biologia
del desarrollo, sino que constituyen sus bases con-
ceptuales, ya que todas las estructuras que forman
el individuo son producto de complejos procesos
de proliferacién, crecimiento, diferenciacién,
cambio de forma y movilizacion celular. A su vez,
los conocimientos de embriologia son fundamenta-
les para un buen desarrollo conceptual de discipli-
nas como ginecologia, obstetricia y cardiologia,
entre otras. Finalmente, los contenidos y las estra-
tegias de la biologia celular, la histologia y la em-
briologia en el estado de salud son condicionantes
para la adquisicion de conocimientos sobre el esta-
do de enfermedad, en las areas de clinica, cirugia
y patologia, ya que tanto en situaciones normales
como patoldgicas existe una estrecha correlacion
entre la estructura, la quimica y la funcién.
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Fig. 1-0. A. Microscopio simple inventado por Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723), vista posterior (dere-
cha) y lateral (izquierda), y manera de utilizarlo por el autor (recuadro). B. Microscopio compuesto inventa-
do por Robert Hooke (1635-1703).

Resumen conceptual
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TECNICA CITOHISTOLOGICA
Y MICROSCOPIAS

Técnica citohistologica

L a técnica citohistoldgica es el conjunto de proce-
dimientos aplicados para preservar la estructura y la
organizacion de células y tejidos, a fin de obtener una
preparacion microscopica que permita su examen
con un microscopio éptico (MO). Si bien existen téc-
nicas para el estudio de células vivas, en muchos ca-
S0s es necesario interrumpir los procesos vitales, es
decir, matar las células para hacer posible su estudio
microscopico. Es muy importante saber que el con-
junto de técnicas de preparacion indispensables para
el estudio de los tejidos normales es el mismo que se uti-
liza para el analisis de tejidos patoldgicos. Los procedi-
mientos de la técnica citohistologica incluyen una se-
rie de etapas (cuadro 1-1; figs. 1-1y 1-2):

Observaciones importantes

Toma de la muestra: manipulacion delicada para
evitar su deformacion. La muestra puede obtenerse

de un individuo vivo (biopsia) o0 muerto (necrop-
sia).

Fijacion: la accion méas importante es la desnatu-
ralizacion de las proteinas, entre ellas las enzimas
hidroliticas que producirian la autélisis. Ademas
de los fijadores quimicos (con una relacién “volu-
men fijador/volumen muestra” de 40/1), puede
utilizarse la congelacidn, sobre todo para el estudio
de una biopsia durante el acto operatorio.

Deshidratacion: el alcohol més utilizado es el eta-
nol en concentraciones crecientes de 70% > 80% >
95% > 100%, durante una hora o méas en cada uno
de ellos, segun el tamafio de la muestra.

Aclaracion: en esta etapa intermedia se elimina el
alcohol del tejido y éste se impregna con un solven-
te de la parafina que, ademas, le otorga transparen-
cia.

Inclusién en parafina: la parafina penetra en los
tejidos y desplaza al agente aclarante, durante 5 a
20 horas segun la naturaleza y las dimensiones de la
muestra. Luego, la muestra se deposita en peque-
fos recipientes y se deja solidificar.

Preparacion del taco: el bloque de parafina con
la muestra incluida se pega en un soporte de ma-
dera o plastico (taco), para poder fijarlo al micro-
tomo.

Cuadro 1-1. Etapas de la técnica histologica*

Etapas

Fundamento / Precauciones

Producto / Instrumento

Toma de la muestra

Pequefio tamafo (2-3 mm)

Bisturi, hoja de afeitar

Fijacién

Detiene procesos vitales, evita la autélisis

Formol 10%, 12-24 h, vol. 40/1

Deshidratacion

Facilita la penetracion de solventes

Etanol en graduacién ascendente

Aclaracién

Favorece la penetracion de la parafina

Xilol, benzol

Inclusion en parafina

Otorga dureza para poder realizar cortes

Parafina (45 a 60 °C), estufa

Preparacion del taco

Soporte para el montaje en el microtomo

Bloque de madera o plastico

Corte Permite la visualizacion de estructuras Micrétomo
pequenas
Montaje del corte sobre un Soporte para su observacion al microsco- Portaobjetos
portaobjetos pio
Desparafinacion Facilita la penetracién del alcohol Xilol, benzol

Hidratacion Permite la penetracion de colorantes Etanol en graduacion descendente
acuosos hasta el agua destilada
Coloracién Otorga colores diferenciales a la muestra Hematoxilina-eosina

Deshidratacion

Facilita el montaje con medios hidréfo-
bos

Etanol en graduacién ascendente

Aclaracién

Otorga transparencia a los tejidos

Xilol, benzol

Montaje de cubreobjetos

Permite obtener una preparaciéon perma-
nente

Cubreobjetos + resinas

* La descripcion en el cuadro y en el texto se refiere al procesamiento de tejidos sélidos. Para procesar células aisladas, obtenidas in vi-

vo o in vitro, se modifican algunos procedimientos, manteniéndose los lineamientos generales.
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Fig. 1-1. Técnica histologica. Desde la toma de la muestra hasta el montaje del corte.

Corte: se realiza con un instrumento de precisién
llamado micrétomo, a fin de obtener cortes muy
delgados (8-10 um) y uniformes que permitan vi-
sualizar estructuras muy pequefias. Los tejidos fija-
dos por congelacién (véase Fijacion) se seccionan
mediante un micrétomo de congelacién o con un
criostato, instrumentos adecuados para mantener
la muestra por debajo de —20 °C.

Montaje del corte sobre un portaobjetos: los cor-
tes se depositan en la superficie de un recipiente

con agua y luego se montan sobre un portaobjetos
de vidrio y se dejan secar.

Desparafinacion: este paso intermedio es
necesario para permitir la penetraciéon del alco-
hol del paso subsiguiente, ya que los solventes
usados son miscibles tanto en parafina como en
alcohol.

Hidratacion: para permitir la penetracion de los
colorantes, que en su mayoria estan en solucion
acuosa, la muestra se debe hidratar en soluciones de
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Fig. 1-2. Técnica histolégica. Desde la desparafinacion hasta la preparacion microscopica permanente.

etanol diluidas progresivamente (100% > 95% > 80%
> 70%), hasta el lavado final con agua destilada.
Coloracion: el uso de colorantes es necesario por-
que el contraste de los tejidos es insuficiente para su
observacion con un microscopio comun. En un co-
lorante hay grupos quimicos que le otorgan propie-
dades idnicas al colorante, los cuales se pueden cla-
sificar en colorantes béasicos (colorantes cationicos)
por la presencia del grupo amino (-NH2), por ejem-
plo, hematoxilina, fucsina basica, azul de toluidina,
azul de metileno, o colorantes acidos (colorantes

anionicos) por la presencia del grupo carboxilo (-
COOH), por ejemplo, eosina.

El método de coloraciéon convencional mas utiliza-
do en histologia e histopatologia se conoce como he-
matoxilina-eosina (fig. 1-3). La hematoxilina es un
colorante nuclear que se comporta como un coloran-
te bésico al tefiir los componentes acidos de los teji-
dos; por ejemplo, los nucleos celulares, por su conte-
nido en DNA, se observan de color azul-violaceo. La
eosina es un colorante citoplasmatico, acido, que ti-
fie los componentes basicos de los tejidos; por ejem-
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Cuadro 1-2. Coloraciones empiricas y sus aplicaciones

Coloraciones

Aplicaciones

Hematoxilina de Mayer

Nucleos celulares

Eosina

Citoplasma

Hematoxilina férrica

Nucleo, estriaciones del musculo esquelético

Aldehido fucsina y orceina

Fibras elasticas

Hematoxilina fosfotiingstica

Nuicleo, mitocondrias, colageno

Impregnacion argéntica

Aparato de Golgi, neuronas

May Griinwald-Giemsa

Células sanguineas

plo, el citoplasma celular de distintas tonalidades de
rojo. El fundamento de la accion de estos y otros co-
lorantes no se conoce, por lo que se denominan colo-
raciones empiricas (cuadro 1-2; véase fig. 1-3).

Deshidratacion: debido a que el medio de monta-
je no es miscible con el agua, ésta se debe eliminar
mediante inmersiones del portaobjetos con el corte
histologico en soluciones de etanol de graduacion
creciente (70% > 80% > 95% > 100%).

Aclaracion: los reactivos utilizados (xilol o ben-
zol), ademas de eliminar el alcohol, facilitan la pe-
netracion de la resina del medio de montaje y otor-
ga transparencia al corte de tejido.

Fig. 1-3. Epitelio cilindrico simple de la mucosa gastrica.
Se observan nucleos tefiidos con hematoxilina (flechas) y
citoplasma tefiido con eosina (cabezas de flecha) (media-
no aumento).

Montaje del cubreobjetos: a fin de obtener una
preparacion permanente, el corte se cubre con un
vidrio delgado, adherido con un medio de montaje
natural (Balsamo de Canadd) o sintético.

Artefactos de la técnica

Los artefactos de la técnica son alteraciones que
se producen por fallas en alguna etapa de la técnica
citohistolégica y que se reflejan en la preparacion
microscopica. Defectos en la fijacién, la deshidrata-
cion y la inclusién pueden ser causas de desgarros
y retracciones en los tejidos, que llevan a la apari-
cion de espacios que no tienen existencia real. Asi-
mismo, si la acidez del formol no se neutraliza, pue-
den aparecer granulos coloreados por interaccion
del &cido férmico con la hemoglobina (pigmento de
formalina). Durante la seccion con el micrétomo
pueden aparecer rayas producidas por melladuras
de la cuchilla. Si el corte no se extiende perfecta-
mente sobre el portaobjetos, puede haber pliegues 'y
arrugas. Los defectos en la coloracién también pue-
den ser provocados por la calidad y la preparacion
de las mezclas colorantes o por una fijacion insufi-
ciente. Es importante saber discriminar los artefac-
tos de la técnica de las estructuras normales en una
preparacion microscopica, ya que de lo contrario se
puede cometer un error en el diagnéstico o en la
conclusion del estudio.

Técnicas citoquimicas

Las técnicas citoquimicas proporcionan informa-
cién quimica localizada sobre la célula o tejido en estu-
dio. Algunas son muy especificas y proporcionan
datos cuantitativos, por lo cual permiten obtener re-
sultados analiticos y funcionales mas completos que
las técnicas empiricas. No son “coloraciones”, sino
reacciones fisicoquimicas cuyo producto final es co-
loreado, con lo cual se identifica y localiza una mo-
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Fig. 1-4. Reaccion de Feulgen. A. Fundamento, sitios de ataque de la hidrolisis acida (flecha). B. Higado (mediano au-
mento). Notese el DNA de la cromatina nuclear (flecha) y el pequefio puntillado del DNA mitocondrial (cabeza de fle-

cha).

lécula o su actividad en la célula o tejido observado.
La interpretacién correcta de una técnica citoquimi-
ca requiere la realizacién de controles adecuados,
que son particulares para cada caso. Los siguientes
son algunos ejemplos de este tipo de técnicas.

Reaccion de Feulgen

La reaccion de Feulgen demuestra selectiva-
mente el DNA. Para ello, en un primer paso, la
preparacion se somete a una hidrdlisis con acido
clorhidrico (CIH), la cual produce: 1) separacion
de las bases puricas del DNA y 2) apertura del
anillo desoxirribosa (fig. 1-4), que pasa a una for-
ma molecular abierta y deja grupos aldehidos al
descubierto. En el siguiente paso, los aldehidos
reaccionan con el reactivo de Schiff, que produce
un color rojo magenta en las zonas donde se en-
cuentra el DNA. La unién entre aldehidos y reac-
tivo de Schiff es estequiométrica; es decir, el nud-
mero de moléculas del reactivo unido mantiene
una relacion constante con la cantidad de DNA.
Esto permite realizar la cuantificacion del conteni-
do de DNA por medicién de la coloracion obteni-
da en preparaciones microscépicas mediante un
microespectrofotometro.

El control negativo se obtiene al someter prepara-
ciones microscopicas del mismo material en estudio
a digestiones previas con desoxirribonucleasa
(DNAasa), enzima que degrada selectivamente el
DNAy, por lo tanto, la reaccion debida al DNA se-
ré negativa. El control positivo consiste en un corte
histolégico de cualquier tejido conocido que con-
tenga nucleos celulares (DNA).

Reaccion de PAS
(periodic acid-Schiff)

Se inicia con una oxidacion con acido peryédico
(HIO,), que reacciona con grupos hidroxilos libres de
una hexosa o con grupos adyacentes hidroxilo y
amino de una hexosamina, convirtiéndolos en gru-
pos aldehidos con rotura de la union carbono-carbo-
no (fig. 1-5 A). En un segundo paso, los aldehidos
reaccionan con el reactivo de Schiff y producen un
complejo estable de color rojo magenta en los sitios
donde se encuentran los aztcares mencionados (fig.
1-5 B, véase también fig. 1-20B). En las estructuras
celulares o extracelulares, la mayor parte de esta
reaccion corresponde a glucégeno y glucoproteinas.

Como control negativo de la presencia de glucoge-
no se realiza una preincubacién de la preparacion con
la enzima amilasa, que digiere especificamente el
glucdgeno (véase fig. 1-5 C). Para ello, puede usarse
una preparacion pura de amilasa, o simplemente sa-
liva cuyo contenido en esta enzima es abundante. En
este caso, la reaccion de PAS sera negativa en los si-
tios ocupados por el glucégeno, mientras que seguira
siendo positiva en los lugares que contiene glucopro-
teinas. Como control negativo de la presencia de glu-
coproteinas se realiza una preincubacion de la prepa-
racion con glucosidasas especificas con el fin de hi-
drolizar estos carbohidratos complejos. En este caso,
los sitios negativos corresponden a los sitios de las
glucoproteinas hidrolizadas y los sitios PAS positivos
corresponderan a otras clases de glucoproteinas o a
glucoégeno. Como control positivo se utilizan prepa-
raciones microscopicas conocidas por poseer gluco-
geno (higado, musculo) o glucoproteinas (membra-
nas basales, glucocdliz, glandulas mucosas).



Parte | - Un enfoque evolutivo de la célula

. .
A Do RG D

A

Fig. 1-5. Reaccién de PAS. A. Fundamento, sitio de
la oxidacion con HIO, (cabeza de flecha). B. Higado
(PAS-hematoxilina) (mediano aumento). Nétense
los grumos de glucégeno (flecha). C. Preparacion
equivalente digerida previamente con amilasa.

Nota: Obsérvese que el reactivo de Schiff es el
mismo en la reaccion de Feulgen y en la técnica de
PAS, pero el fundamento, los mecanismos de la
reaccion, la especificidad y los resultados en ambas
técnicas son diferentes.

Colorantes metacromadticos

Se denomina metacromasia a la tincion de algu-
nos componentes de los tejidos de un color distinto
que el del colorante utilizado, en tanto que cuando
se tifien del mismo color recibe el nombre de orto-
cromasia. Ciertos colorantes basicos (catidnicos)
tienen propiedades metacromaticas; al colorante
metacromatico se unen los grupos sulfatos, carboxi-
los y fosfatos, que estan presentes en muchos pro-
teoglucanos, &cidos nucleicos y algunos lipidos.

Determinacion de una actividad
enzimatica

En este caso, se demuestran la presencia y la loca-
lizaciéon de un compuesto quimico mediante su ac-
tividad enzimatica. Usaremos como ejemplo la acti-
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vidad de la fosfatasa acida (fig. 1-6). En una prime-
ra etapa, la preparacion microscopica se incuba en
un medio que contiene el sustrato de la enzima cu-
ya actividad queremos demostrar (véase fig. 1-6,
glicerofosfato). En este caso, si la enzima fosfatasa
acida esta contenida en las estructuras celulares en
estudio (lisosomas), actla sobre el sustrato presen-
te en el medio de incubacién y lo hidroliza liberan-
do las moléculas de glicerol y de fosfato. Estos ulti-
mos quedan localizados en el sitio de la enzima
donde se combina con iones plomo o calcio para
formar un producto insoluble (fosfato de plomo o
de calcio). Este es incoloro pero puede visualizarse
con el microscopio electrénico porque es denso a
los electrones. Para poder visualizar el producto de
la reaccién con el microscopio Optico es necesario
continuar la técnica agregando sulfuro de amonio
al medio de incubacion, lo que produce un precipi-
tado de color pardo (sulfuro de plomo) en el sitio
donde esta localizada la enzima (véase fig. 1-6).

Se realiza un control negativo omitiendo el sus-
trato en el medio de incubacion o introduciendo un
inhibidor de la actividad enzimatica. El control po-
sitivo consiste en utilizar preparaciones que son co-
nocidas por poseer actividad de fosfatasa acida. Por
ejemplo, lisosomas de macréfagos, de higado, etc.
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Fig. 1-6. Técnica histoquimica para demostrar la actividad de fosfatasa acida.

Técnicas inmunocitoquimicas

Los métodos inmunocitoquimicos consisten en la
visualizacion de un componente celular (organoide,
macromolécula, etc.) mediante una reaccidn antige-
no-anticuerpo (Ag-Ac). En este caso, el elemento en
estudio funciona como antigeno (Ag), mientras que
el anticuerpo (Ac) especifico se agrega a la prepara-
cién donde se une con aquél. A su vez, el anticuerpo
debe estar unido a un marcador que permita su Vvi-
sualizacion mediante algun sistema optico (fig. 1-7).
Sobre células y tejidos, los marcadores més comunes
son colorantes fluorescentes, enzimas o particulas
electrondensas y su eleccion depende del tipo y pro-
cesamiento del material, de la finalidad del estudio y
de su observacion con microscopio 6ptico o con mi-
croscopio electrénico (véase fig. 1-7).

La unién entre antigeno y anticuerpo (union epi-
tope-paratope) se realiza mediante enlaces no cova-
lentes relativamente débiles. Esta caracteristica y la
gran especificidad del anticuerpo por su antigeno
hacen de este mecanismo una herramienta muy po-
derosa en biologia celular, ya que permite identifi-
car y localizar moléculas presentes en las células y
los tejidos usando los anticuerpos correspondientes
marcados adecuadamente. [Se recomienda estudiar
los conceptos inmunolégicos basicos (véase cap. 8)
a fin de comprender mejor los fundamentos meto-
dolégicos de estas técnicas.]

Técnica inmunocitoquimica directa

En este caso, el anticuerpo primario (que se une al
antigeno) estd marcado y los marcadores usados se

pueden visualizar con microscopia 6ptica o electroni-
ca (fig. 1-7 A). No es una técnica muy utilizada, ya
que requiere que cada tipo de anticuerpo esté unido
a un marcador en forma directa y permanente. Esta
técnica fue reemplazada por las técnicas indirectas,
gue permiten utilizar el mismo anticuerpo secunda-
rio (marcado) para visualizar muchas clases de anti-
cuerpos primarios, lo que también facilita el incre-
mento de la marcacion (véase el siguiente apartado).

Técnicas inmunocitoquimicas
indirectas

En este tipo de reaccion, el anticuerpo primario
no estd marcado. En consecuencia, para poder
visualizar la reaccidn, se utiliza un anticuerpo se-
cundario, que es un anticuerpo antianticuerpo (an-
tiinmunoglobulina), que estd marcado y permite
visualizar el complejo Ag-Ac-Ac (véase fig. 1-7 B).

Diferencias entre técnica directa
y técnicas indirectas

Para que un Ac reconozca y se “pegue” a un Ag,
ambos deben pertenecer a especies animales dife-
rentes. Por ejemplo, en el caso de la técnica directa, si
gueremos detectar un Ag presente en eritrocitos de
raton, tendremos que usar un “Ac de conejo, antie-
ritrocito de raton, marcado”. En el caso de la técnica
indirecta podremos usar el mismo sistema sin mar-
cador (“Ac de conejo, antieritrocito de raton”) v,
posteriormente, agregar un “Ac secundario de ca-
bra, antiinmunoglobulina de conejo, marcado”. El
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Fig. 1-7. Esquema de los métodos inmunocitoquimicos directos (A) e indirectos (B y C).

uso de un Ac secundario en las técnicas indirectas
tiene varias ventajas. Por una parte, permite utilizar
el mismo Ac secundario marcado, independiente-
mente de la especificidad del Ac primario utilizado,
ya que la especificidad esta determinada por el Ac
primario. Por otra parte, la introduccién del Ac se-
cundario marcado aumenta la sensibilidad del mé-
todo, ya que pueden unirse mas moléculas marca-
das por cada molécula de Ag (compéarense Ay B de
la fig. 1-7).

En la figura 1-7 B se esquematiza el revelado del
complejo Ag-Ac primario mediante Ac secundarios
marcados con colorantes fluorescentes, radioiséto-
pos y oro coloidal. En los métodos de revelado que
utilizan enzimas como marcadores (véase fig. 1-7 C,
peroxidasa) es necesario adicionar al medio de incu-
bacion el sustrato de la enzima utilizada (véase fig.
1-7 C, H,0,), cuya actividad generalmente se mani-
fiesta por la formacion de un producto coloreado
(véase fig. 1-7 C, sulfato de cobre).

Un método inmunocitoquimico indirecto muy

sensible es el llamado peroxidasa-antiperoxidasa
(PAP) (véase fig. 1-8). Consiste en incubar el material
antigénico con un Ac primario especifico, luego con
un Ac secundario (véase fig. 1-8, puente) y después
con un Ac terciario marcado con el complejo PAP, se-
guido del revelado de la enzima. Debido a que el Ac
secundario acttia como puente entre el Ac primario y
el terciario, es necesario que ambos, primario y tercia-
rio, se obtengan de la misma especie animal. Por
ejemplo, para detectar moléculas de miosina (protei-
na muscular) en musculo de ratén podremos utilizar
un Ac primario de conejo antimiosina de raton, luego
un Ac secundario de cabra antiinmunoglobulina de
conejo y, por dltimo, un Ac terciario de conejo marca-
do con el complejo PAP (véase fig. 1-8).

En la aplicacién de las técnicas de inmunomarca-
cion existen dos tipos principales de problemas:

1) La sobremarcacién, que consiste en una colora-
cién de fondo difusa (background) o de precipi-
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Fig. 1-8. Esquema de un método inmunocitoquimico indirecto y marcacién con el complejo “peroxidasa-antiperoxi-

dasa” (PAP).

tado del marcador localizado fuera del sitio nor-
mal del antigeno que debemos visualizar. Este ti-
po de problema dificulta la interpretacion de la
inmunomarcacion y puede estar provocado por
la falta de especificidad del Ac primario o secun-
dario, o por la movilizacién del Ag por fijacion
deficiente, o por solubilizacion del Ag, o por
reaccion cruzada con otras moléculas antigéni-
cas que comparten epitopes similares.

La submarcacién, que es la marcacion escasa o au-
sente del Ag en tejidos en los cuales se conoce su
presencia. La causa, en general, es la destruccion
del Ag por un tratamiento indebido, o por fijacion
inadecuada, o utilizacion de concentraciones ba-
jas del Ac, o tiempos de incubacién o temperatu-
ra inadecuados. Para reconocer y solucionar estos
inconvenientes deben realizarse controles ade-
cuados y variaciones de las técnicas, que son par-
ticulares para cada caso en estudio y cuyo detalle
excede los alcances de este libro.

2)

La eleccién entre diferentes métodos inmunocito-
quimicos depende de muchos factores, como el ti-

po de Ag en estudio (mayor o menor labilidad fren-
te a fijadores histoldgicos, ubicacion dentro de la es-
tructura en estudio, etc.), del equipamiento que se
ha de utilizar (microscopia 6ptica, de fluorescencia,
electronica, etc.), de la disponibilidad de reactivos,
etc. Asimismo, el método seleccionado seré directa-
mente dependiente del trabajo o investigacion que
se desea realizar, por ejemplo, la determinacion de
la proliferacion celular (fig. 1-9). En el cuadro 1-3 se
sefialan las ventajas y los inconvenientes de algu-
nos métodos de inmunomarcacion.

Por otra parte, existen métodos de fluorescencia
que no utilizan anticuerpos marcados con fluorocro-
mos, sino moléculas que adquieren fluorescencia ba-
jo alguna condicién bioldgica, quimica o fisica. Por
ejemplo, un método para evaluar la viabilidad celu-
lar se basa en la determinacion simultanea de células
vivas y muertas mediante marcadores que reconocen
dos parametros de viabilidad celular: 1) la actividad
de esterasa intracelular con el reactivo calceina AM y
2) la integridad de la membrana celular con el reacti-
vo etidio H-1. La calceina AM, que no es fluorescen-
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Fig. 1-9. Cultivo celular con un método inmunocitoqui-
mico para evaluar la proliferacién celular. Se incuba el
cultivo con bromodesoxiuridina (BrdU), un analogo de la
uridina que se incorpora al DNA durante la division ce-
lular y luego se demuestra su incorporacion mediante un
anticuerpo primario anti-BrdU y un anticuerpo secunda-
rio marcado con un fluorocromo (fluoresceina = verde).
Se determina la proporcion de células en proliferacion
mediante la expresion “células marcadas/total de célu-
las”. Se observan figuras de mitosis (flechas).

te, penetra en células vivas y es convertida, por la ac-
tividad de la esterasa mitocondrial, en el colorante
polianiénico calceina, que es retenido por las células
vivas y fluoresce intensamente en color verde (véase
fig. 1-10). Por su parte, el etidio H-1 no penetra la
membrana plasmatica de células vivas, pero penetra

Fig. 1-10. Cultivo celular con un método de fluorescencia
para evaluar la viabilidad celular. Pueden observarse célu-
las vivas (verdes) y muertas (rojas) luego del método de
calceina-etidio. Un control positivo (recuadro) muestra to-
das células muertas luego del tratamiento con un téxico.

la membrana dafiada de las células muertas y au-
menta 40 veces su fluorescencia al unirse con los aci-
dos nucleicos, con una sefal fluorescente de color ro-
jo (fig. 1-10).

Microscopias
Microscopio optico

El microscopio 6ptico (MO) (microscopio de luz
visible, microscopio foténico o microscopio de
campo claro) estd compuesto por un estativo o par-

Cuadro 1-3. Ventajas y desventajas de algunos métodos de inmunomarcacion

Inmunofluorescencia

Inmunoperoxidasa

Inmunorradiografia

Sensibilidad buena

Sensibilidad buena

Sensibilidad muy buena

Se aplica usualmente en tejidos fres-
cos o fijados y congelados

Puede aplicarse sobre tejidos
incluidos en parafina

Se aplica sobre tejidos frescos o
incluidos en parafina o resina

Buena conservacién de la morfologia

Excelente conservacion de la
morfologia

Excelente conservacion de la
morfologia

Labil conservacion de la marcacién

Conservacion indefinida de la
marcacion

Conservacion indefinida de la
marcacion

Utiliza microscopia de fluorescencia

Utiliza microscopia éptica con-
vencional

Utiliza microscopia éptica con-
vencional

Buena definicion de Ag extracelulares
e intracelulares

Mala localizacion de Ag extrace-
lulares y buena de Ag intrace-
lulares

Buena localizacién de Ag extra-
celulares e intracelulares
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Parta macanica

Sistama Sptice

Fig. 1-11. Esquema de un microscopio 6ptico comun.

te mecanica (fig. 1-11, lado izquierdo) y por un sis-
tema éptico (fig. 1-11, lado derecho).

A través del sistema 6ptico se refractan los rayos
luminosos provenientes del objeto en estudio para
proporcionar una imagen final de mayor tamafio, in-
vertida y virtual (fig. 1-12). Para lograr este resulta-
do, el objeto en estudio debe ser transparente y po-
seer contraste para poder discriminar sus distintos
componentes. Como mencionamos en el apartado
Técnica citohistologica, la transparencia se logra en
parte con cortes muy delgados del material en estu-
dio (figs. 1-3 a 1-5) 0o mediante el estudio de “exten-
didos celulares” o bien con cultivos de células aisla-
das (figs. 1-9, 1-10 y 1-15). El contraste adecuado se
alcanza por medio de diferentes tipos de coloracio-
nes o mediante sistemas 6pticos particulares (fig. 1-
15) (p. ej., microscopio de contraste de fase o mi-
croscopio de interferencia).

Los siguientes conceptos referidos a un sistema
Optico son muy importantes para conocer el fun-
cionamiento y el uso correcto del microscopio.

Poder de resolucion
El poder de resolucién (PR) es la capacidad pa-

ra distinguir los mas finos detalles de las estructu-
ras en estudio; o sea, dar imégenes distintas (sepa-
radas) de dos puntos situados muy cerca entre si
en el objeto de estudio. Esta caracteristica depen-
de de la longitud de onda de la radiacion utiliza-
da (A) y de la abertura numérica (AN) de la lente.
Esta ultima depende a su vez del indice de refrac-
cion del medio que atraviesa la radiacion (n) y del
seno del semiangulo de abertura de la lente (o)
(cuadro 1-4).

AN =n xsena

Se denomina angulo de abertura al limitado por
los rayos mas periféricos del cono de luz que pene-
tra en una lente.

El PR es directamente proporcional a la AN. Asi,
un objetivo con mayor AN tendra mayor PR que un
objetivo con menor AN.

El PR es inversamente proporcional a la longi-
tud de onda (A). Si utilizamos una fuente de
radiacién con una longitud corta (p. €j., luz ultra-
violeta o electrones), el PR sera mayor (véase fun-
damentos del microscopio electrénico, mas ade-
lante).
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Limite de resolucion

Esta propiedad deriva del concepto anterior. El li-
mite de resolucién (LR) es la distancia minima que
separa dos puntos para poder ser discriminados co-
mo tales (o el objeto més pequefio que puede ser vi-
sualizado). Es la inversa del poder de resolucion y
depende principalmente de la longitud de onda ()
utilizada.

0,61 x A
LR =

AN

El LR para:

e el 0jo humano = 0,1 mm

e el microscopio 6ptico = 0,2 um

e el microscopio electrénico =2 a 10 A.

En general, un tipo de luz no puede emplearse
para resolver estructuras mas pequefias que su
propia longitud de onda. Asi, el LR del MO esta
dado por la longitud de onda de la luz visible, que
va desde 400 nm (violeta) hasta 700 nm (rojo). En
términos précticos, una bacteria y una mitocon-
dria son los objetos mas pequefios que pueden ser
visualizados claramente en este tipo de microsco-
pio (fig. 1-13).

Poder de penetracion

Es el que permite observar diferentes planos de la
preparacién en una misma posicion del enfoque. Es
inversamente proporcional a la AN y a la magnifi-
cacion de la lente.

Poder de definicion

Es la capacidad de dar imagenes claras de contor-
nos nitidos.

Distancia focal

Es la distancia entre el centro éptico de una lente
y el foco donde se relinen todos los rayos luminosos
que la atraviesan.

Distancia frontal

Es la distancia entre la preparacion microscopicay
la lente inferior del objetivo. Nota: Debe recordarse
que en los objetivos de inmersién, esta distancia es
de apenas 0,1 mm. jprecaucién, al hacer en enfoque
a mayor aumento! (véase fig. 1-12).

Objetivos secos

Son objetivos que se utilizan con interposicién de
aire entre la preparacion y el objetivo (3x, 10x, 20x,
40x). jPrecaucion! jNo usar aceite de inmersion!

Objetivos de inmersion

Son objetivos que se utilizan interponiendo una
delgada capa de aceite entre la preparacion y el ob-
jetivo (40x, 60x, 100x). Tienen el proposito de lograr
un mayor aprovechamiento de los rayos luminosos
periféricos. Nota: Debe recordarse que en los objeti-
vos de inmersion, esta distancia es de apenas 0,1
mm. jPrecaucion al hacer en enfoque a mayor au-
mento! (véase fig. 1-12).

Magnificacion o aumentos

Se calcula multiplicando los aumentos correspon-
dientes a los sistemas Opticos empleados (ocular x
objetivo). Es directamente proporcional a la AN,
aungue no es necesariamente proporcional al PR
(cuadro 1-5).
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Fig. 1-12. Formacion de la imagen en el microscopio y en la retina del observador.
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Cuadro 1-4. Valores para el calculo del poder de resolucion

Valor maximo del seno de o =0,]1

Valor maximo del indice de refraccion =1,6

Longitud de onda (A) de la radiacion:
infrarroja > 700 nm
roja =700 nm
anaranjada =610 nm
amarilla =565 nm
blanca = 550 nm
verde =515 nm
azul =463 nm
indigo =428 nm
violeta =400 nm
ultravioleta <400 nm
rayos X =1 nm
electrones = 0,005 nm

El MO es adecuado para estudiar células y tejidos
previamente fijados y coloreados. Como ya vimos,
la coloracion de las preparaciones citohistolégicas
tiene por objeto provocar la absorcion diferencial de
la luz, con el propdsito de visualizar las diversas es-
tructuras con colores distintos. Esa diferente capaci-
dad de absorcién produce modificaciones en la am-
plitud (intensidad) de la onda luminosa (fig.1-14 A-
C). Cuanto mas absorbente sea el material en estu-
dio, menor sera la amplitud (intensidad) de la onda
luminosa que lo atraviesa y la resultante sera la vi-
sualizacidén de colores diferentes.

Por otra parte, para estudiar células u organismos
Vivos, a los cuales no es posible colorear, es necesa-
rio recurrir a otros sistemas opticos, como el mi-
croscopio de contraste de fase o el microscopio de
interferencia. En estos casos, se aprovecha una ca-
racteristica propia de los diferentes componentes

celulares que, aun siendo transparentes a la luz, po-
seen distintas densidades relativas; es decir, dife-
rente concentracion de materia por unidad de volu-
men. Asi, los materiales que tienen distintos indices
de refraccion permiten diferentes velocidades de las
ondas de luz que los atraviesan (véase fig. 1-14 A, B,
D-G). Cuanto mayor es la densidad de una estruc-
tura, mayor es su indice de refraccion y menor la
velocidad de la luz que la atraviesa; es decir, las on-
das de luz se retardan y cambian de fase. Con el
MO comun no es posible discriminar pequefias di-
ferencias en los indices de refraccion o absorcién en
las estructuras celulares no coloreadas. En cambio,
los MO de contraste de fase y de interferencia estan
disefiados para utilizar las caracteristicas Opticas
mencionadas y traducirlas en imagenes con grados
visibles y diferenciales de contraste y brillo (fig. 1-
15).
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Fig. 1-13. Escala y tamafio de objetos que pueden visualizarse con diferentes dpticas.
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Fig. 1-14. Esquema del paso de ondas luminosas a través
de una célula coloreada (A, B, C) y una célula no colorea-
da (F, G). Se sefialan ondas luminosas que atraviesan: 1)
medios homogéneos (A, D, E); 2) medios con mayor in-
dice de refraccién y no absorbentes (= retardo de fase) (B,
F, G) y 3) medio con mayor indice de refraccion y absor-
bente (= retardo de fase y disminucion de la amplitud o
intensidad) (C). Cuando colisionan ondas que estan en la
misma fase (D y E) se produce una “interferencia cons-
tructiva” con aumento de intensidad luminosa (D + E =
H). Por el contrario, si las ondas estan desfasadas, se pro-
duce una “interferencia destructiva” con disminucién de
laintensidad (F + G = 1) y ésta es la base del principio de
la microscopia de contraste de fase.

Microscopio de contraste de fase

Es un MO de luz visible que posee diafragmas
anulares en los sistemas 6pticos del objetivo (fig. 1-
16 a) y del condensador (véase fig. 1-16 b) que mo-
difican (aceleran o retardan) los rayos luminosos
periféricos con respecto a los centrales que atravie-
san el objeto (véase fig. 1-16). La imagen final reci-
bida por el ocular (véase fig. 1-16 c) depende del
efecto de interferencia entre la imagen directa dada
por los rayos centrales (no modificados) (véase fig.
1-16 A) y la imagen proporcionada por los rayos
mas periféricos (acelerados o retrasados) (véase fig.
1-16 B). Si ambos conjuntos de rayos luminosos es-
tan en fase, se suman y el objeto aparece mas brillan-
te que el medio que lo rodea (véase fig. 1-14 D + E
= H); pero si ambos rayos estan fuera de fase, las on-
das se anulan y el objeto se vera mas oscuro (véase
fig. 1-14 F + G = 1). Las variaciones entre estas situa-

ciones extremas proporciona una imagen final con
una gama de grises (distintas intensidades), que re-
fleja las diferentes densidades e indices de refrac-
cion de la preparacion estudiada (véase fig. 1-15).
En sintesis, la funcion del microscopio de contraste
de fase es combinar las ondas desfasadas y conver-
tir las diferencias de fase en diferencias de amplitud
(intensidad luminosa) a fin de poder detectar deta-
lles en materiales no coloreados, por ejemplo, en cé-
lulas vivas, mantenidas o cultivadas in vitro.

Microscopio de contraste por
interferencia diferencial

El microscopio de contraste por interferencia dife-
rencial (DIC) posee un polarizador que filtra la luz
que vibra en un solo plano y un juego de prismas es-
peciales. Uno de ellos, ubicado cerca del condensador
o sobre él, desdobla el rayo incidente en dos compo-
nentes (dos ondas) que atraviesan la muestra. Los dos
rayos luego son combinados nuevamente por un se-
gundo prisma que los hace interferir para formar una
imagen de aspecto tridimensional. Este microscopio
fue disefiado para observar relieves en superficie de
especimenes voluminosos, o dificiles de manejar o
muy gruesos como para ser observados con el mi-
croscopio de contraste de fase. Con el microscopio de
interferencia también se pueden cuantificar los cam-
bios de indices de refraccién. Como la densidad 6pti-
cay el retardo de fase del haz luminoso son propor-
cionales a la masa de la muestra, es posible obtener
datos cuantitativos de componentes celulares me-
diante la comparacion de un haz luminoso de refe-
rencia con las ondas de fase retardadas. Ademas, es
posible traducir los cambios de fase como cambios de
color y asi se obtienen imagenes de células vivas y
“coloreadas” por medios Opticos.

Microscopio de fondo oscuro

Se basa en la dispersion de la luz que provocan
estructuras que pueden estar por debajo del limite
de resolucion o en el limite de estructuras con dife-
rente indice de refraccion. Esto se logra con un con-
densador que s6lo permite iluminar la preparacion
en forma muy oblicua (fig. 1-17). Asi, los compo-
nentes celulares se observan brillantes por la dis-
persion de la luz (véase fig. 1-17 B) sobre un fondo
negro, ya que la luz que no incide sobre las estruc-
turas estudiadas no entra en el objetivo (véase fig.
1-17 A). Este microscopio, aunque no permite vi-
sualizar los detalles estructurales, permite resolver
particulas mas pequefias que las observadas con el
microscopio comun de campo claro. El efecto 6pti-
co es semejante a la visualizacion de las pequefias
particulas que flotan en el aire de una habitacion os-
cura donde entra un delgado rayo luminoso.
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Cuadro 1-5. Niveles microscopicos en biologia

Unidad de medida Valor de la unidad

Método de estudio

Estructura visualizada

milimetro (mm) 10-3 m Ojo Organos. Tejidos
Lupa Células grandes
Micrometro (um) 10-°* m Microscopias épticas Tejidos. Células

Organoides grandes

Nanoémetro (nm) 10-°m Microscopia electrénica Componentes subcelulares
Microscopia de polarizacién  Virus
Macromoléculas
Angstrom (A) 10-°m Microscopia electrénica Estructura molecular

Difraccién de rayos X

Estructura atomica

Microscopia de efecto tunel

Microscopio de polarizacion

También es un microscopio 6ptico de luz visible,
pero se basa en el uso de luz polarizada y permite
obtener informacion acerca del ordenamiento de las
moléculas del objeto estudiado. Los materiales que
poseen el mismo indice de refraccion en todas las
direcciones se denominan isotropicos porque no
poseen una disposicién regular u ordenada de sus
constituyentes y la luz polarizada los atraviesa a la
misma velocidad cualquiera que sea la direccion
del plano de incidencia. Por el contrario, un mate-

rial es anisotropico o birrefringente cuando la dis-
posicién ordenada de sus componentes en un plano
definido hace que la velocidad de la luz polarizada
difiera segun la direccion del plano de vibracion de
la onda luminosa. En este Gltimo caso, las estructu-
ras en estudio presentan diferentes indices de re-
fraccion que corresponden a las diferentes velocida-
des de transmision de la luz que, a su vez, depende
de la disposicion molecular de sus componentes.
Para que puedan observarse estas caracteristicas en
las preparaciones citohistoldgicas, este tipo de mi-
croscopio posee un cristal polarizador en la zona del

Fig. 1-15. Cultivo primario de células neurales con microscopia de contraste de fase. Se observan células de diferentes
formas y tamafios que reflejan la distinta adhesividad al sustrato; algunas presentan filopodios o proyecciones perifé-
ricas que indican motilidad celular (flechas) y otras estan en proceso de division (cabezas de flecha).
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Fig. 1-16. Esquema simplificado de la trayectoria de la luz
en un microscopio de contraste de fase. El anillo de fase (a)
del objetivo es fijo y el diafragma anular del condensador
(b) es movil y se deben hacer coincidir al alinear el micros-
copio, tal como se muestra en la imagen del campo 6ptico
alineado a nivel del ocular (c). A. Rayos no modificados. B.
Rayos modificados (véase explicacién en el texto).

condensador que se encarga de uniformar en un so-
lo plano del espacio las vibraciones de la onda de luz
que luego atraviesa la preparacion en estudio. Tam-
bién tiene un cristal analizador, montado sobre el
objetivo, que al ser rotado alrededor del eje optico
permite estudiar la orientacién de los rayos lumino-
sos provenientes de la fuente y la muestra. En una
muestra observada con este microscopio, las zonas
cuya disposicién macromolecular es regular y muy
ordenada (p. €j., las bandas transversales del muscu-
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Fig. 1-17. Esquema simplificado de la trayectoria de la
luz en un microscopio de fondo oscuro (véase explica-
cion en el texto).

lo esquelético, el huso mitético, las estructuras crista-
linas, etc.) se observan mas brillantes o més oscuras
(birrefringencia) que aquellas cuyos componentes se
disponen al azar y mas desordenados.

Microscopio de fluorescencia

Este microscopio posee el estativo mecanico y los
componentes basicos similares a un microscopio
Optico comun, pero en vez de luz blanca utiliza luz
ultravioleta y filtros que producen la excitacion de
la radiacion en ciertas longitudes de onda que de-
penden de los componentes de la muestra en estu-
dio o de los colorantes fluorescentes utilizados.
Aunque ciertos componentes bioldgicos poseen au-
tofluorescencia (p. ej., la vitamina A), este micros-
copio se usa con mas frecuencia para estudiar mate-
riales previamente marcados con colorantes como
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Fig. 1-18. Fundamento de la microscopia TIRF.

la fluoresceina (fluorescencia verde), la rodamina
(fluorescencia roja) o el colorante de Hoechst (fluo-
rescencia azul). Como ya se menciong, la marcacion
de anticuerpos con colorantes fluorescentes es un
método muy utilizado para identificar y localizar
diferentes tipos de moléculas mediante las técnicas
inmunocitoquimicas (véase fig. 1-9), aunque tam-
bién existen métodos que no utilizan anticuerpos
marcados con fluorocromos, sino moléculas que ad-
quieren fluorescencia en respuesta a cambios qui-
micos, fisicos o bioldgicos (véase fig. 1-10).

Microscopio laser confocalizado

Es un tipo de microscopio optico de fluorescencia
que incluye una fuente de emisién de luz laser. De-
bido a un sistema Gptico particular y a las caracte-
risticas fisicas de la radiacion laser, se pueden loca-
lizar con gran precision estructuras subcelulares
marcadas con colorantes fluorescentes y con muy
baja o nula coloracion de fondo (background). Ade-
mas, las imagenes se integran y se analizan en un
sistema computarizado que permite realizar la re-
construccion tridimensional del objeto estudiado a
partir de los cortes dpticos seriados del espécimen, asi
como multiples analisis cualitativos y cuantitativos
de las preparaciones estudiadas.

Microscopio TIRF (total internal
reflection fluorescence)

Este microscopio fue disefiado para el estudio de
células en un medio acuoso y en el que el portaob-
jetos sobre el cual se encuentran tiene un indice de
refraccidbn mayor que ese medio. Si se ilumina la
muestra desde abajo con un haz de luz laser que in-
cida con cierto angulo, toda la luz que pasa por el
portaobjetos se refleja y no atraviesa la muestra de-
bido a las diferencias en los indices de refraccion.
Sin embargo, la luz que llega hasta la vecindad de
la muestra es capaz de generar un campo electro-

magnético que se propaga en ese medio de menor
indice de refraccion. Este campo decae a medida
que se aleja de la preparacién, por lo que se deno-
mina “campo evanescente”. El resultado es la exci-
tacion del fluorocromo en una capa muy delgada,
de unos 100 nm, que corresponden a la regién mas
préxima al portaobjetos (fig. 1-18). Este microscopio
se aplica al estudio de los puntos de contacto entre
una célula y el sustrato, o a los procesos dinamicos
gue ocurren entre membranas y vesiculas, en célu-
las vivas, ya que este tipo de microscopia no funcio-
na bien con material fijado y montado porque los
medios de montaje poseen un indice de refraccién
similar al de los materiales de soporte.

Microscopio de dos fotones

Se basa sobre la estimulacion de un fluorocromo
de modo simultaneo por dos fotones. La energia de
ambos fotones se suma y juntos son capaces de es-
timular del mismo modo que lo haria un solo fotén
con el doble de energia (doble de frecuencia). La
tecnologia multifotén ofrece varias ventajas para el
estudio de muestras bioldgicas:

1. Excitacion de la muestra en un Unico punto, ya que
solo se excita el punto donde convergen los pa-
res de fotones en el plano focal. El resto de la
muestra, al no ser estimulada, no emite nuevos
fotones por lo que no es preciso eliminar la luz
de las zonas fuera de foco, responsable del back-
ground.

2. Posibilidad de excitar fluorocromos con un rango de
excitacion con longitud de onda menor que la
fuente de luz, por absorcién simultanea de dos o
maés fotones. Al absorberse dos fotones, la excita-
cion que se consigue es equivalente a la de un so-
lo fotén con una frecuencia doble. En la practica,
esto nos permite excitar con infrarrojo fluorocro-
mos que solo son posibles de excitar en el ultra-
violeta.

3. Alta capacidad de penetracion de los fotones, lo que
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Fig. 1-19. Esquemas comparativos de microscopios optico (A), electronico de transmision (B) y electrénico de barrido (C).

es ideal para estudiar muestras gruesas como
embriones enteros vivos. A diferencia del siste-
ma microscopico convencional, no es preciso
cortar las muestras ya que se puede estudiar un
trozo de tejido excitando s6lo una zona.

4. Menor dafio de la muestra, dado que al estimularse
solo en el plano focal no se dafia el resto de la
muestra. Uno de los principales objetivos de los
estudios de microscopia in vivo es capturar ima-
genes con alta penetracién y dafio minimo de la
muestra por fototoxicidad. Esto es especialmente
importante cuando el material que se estudia son
embriones que luego deben ser reimplantados.

Nota: ElI microscopio laser confocalizado, el mi-
croscopio TIRF (total internal reflection fluorescence),
el microscopio de dos fotones, el microscopio de
“efecto tlnel” y otros de tecnologia muy avanzada
gue brindan informacion estructural y funcional a
nivel molecular y atémico no son actualmente de
uso comun en la practica microscépica convencio-

nal o cotidiana, ni en cualquier centro biomédico de
tipo asistencial. Sin embargo, estos y otros tipos de
microscopios se utilizan en laboratorios de investi-
gacion bioldgica en diferentes partes del mundo y
forman parte de la tecnologia que proporciona el
caudal de conocimientos que el profesional del area
de la salud (aunque no lo practique en forma perso-
nal) no puede dejar de conocer conceptualmente.

Microscopio electronico
de transmision

El microscopio electrénico de transmision (MET)
posee los componentes basicos equivalentes al mi-
croscopio éptico (fig. 1-19 A, B), pero en lugar de una
fuente de luz utiliza un tubo de radiacion de electro-
nes y en vez de lentes de cristal posee lentes o bobi-
nas electromagnéticas. Los electrones, que en el va-
cio se desplazan en linea recta, son desviados por las
bobinas de una manera similar a la refraccion que
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Fig. 1-20 A. Células epiteliales de rifidon (dominio basolateral) y fibroblasto de la estroma con microscopia electrénica
de transmision. Nétense los nucleos con cromatina laxa (CL), cromatina condensada (CC) y la membrana basal (fle-
cha). B. Membrana basal de tubos colectores, asas de Henle y capilares (flechas) se marcan con la técnica de PAS por

su contenido en glucoproteinas.

producen las lentes épticas sobre los rayos lumino-
sos. Luego de emitirse desde un tubo de rayos cato-
dicos a un voltaje de 50.000 a 100.000 voltios, los elec-
trones se concentran por accion de una bobina con-
densadora sobre la muestra en estudio (véase fig. 1-
19 B), donde chocan y cambian de direccion segun la
electrodensidad de las particulas que componen la
muestra. Cuanto mayor es el nimero atdmico de los
componentes de la muestra, mayor sera la disper-
sion de los electrones. Como la mayor parte de los
atomos que forman las estructuras bioldgicas poseen
un ndmero atémico bajo, se deben utilizar atomos
pesados (Os, Pb, Au, U, etc.), como colorantes elec-
trondensos que desvian mucho los electrones y pro-
porcionan densidad a las diferentes estructuras celu-
lares. Luego de atravesar la muestra, los electrones
son concentrados por una bobina colectora y pro-
yectados sobre una pantalla fluorescente o pelicula
fotografica, donde se forma la imagen y se efectta el
estudio (véase fig. 1-19 B). Las zonas o estructuras
que por su densidad dispersan mas a los electrones
se observan como areas oscuras en la pantalla o pe-
licula fotografica (fig. 1-20 A). Al contrario de lo que
ocurre en la microscopia 6ptica, los haces de electro-
nes no son visibles directamente por el ojo, por lo
que se debe efectuar el estudio directamente sobre la
pantalla fluorescente, sobre la fotografia o sobre un
monitor.

En un trabajo de rutina de MET en biologia celu-
lar, como ejemplo indicativo, se trabaja normalmen-
te hasta unos 30.000 a 50.000 aumentos directos so-
bre la pantalla. En trabajos a alta resolucion (estu-
dio de las particulas que componen organoides, es-
tructura de membrana, etc,) se suele trabajar con

hasta 100.000 a 200.000 aumentos directos y se pue-
de llegar al millon de aumentos. Ademas, por am-
pliacién fotografica la imagen se puede incrementar
5 veces 0 mas y llegar a aumentos reales del orden
de los 10 millones o0 més. En este orden de aumen-
tos se debe trabajar con una técnica muy depurada
en la preparacion del material y contar con suficien-
te experiencia en la interpretacion de los datos es-
tructurales, ya que en muchos casos resulta dificil
discriminar entre estructuras reales o artefactos de
la técnica.

Es importante considerar que la posibilidad de lo-
grar aumentos importantes en MET depende de la
corta longitud de onda de los electrones (véanse los
apartados “Poder de resolucion” y “Limite de reso-
lucion™). Como ya mencionamos, dos objetos se ven
separados cuando la distancia entre ellos es mayor
gue la mitad de la longitud de onda empleada para
su estudio. Por ejemplo, la longitud de onda de la
luz blanca (de unos 550 nm), establece un limite de
resolucién para el MO de unos 0,2 um. Como la lon-
gitud de onda de los electrones es muy pequefia
(0,005 nm), el limite de resolucion del MET se sitla
entre los 2 y los 10 A, lo cual es teéricamente sufi-
ciente para visualizar la mayor parte de las macro-
moléculas biolégicas cuyas dimensiones estan en el
orden de los 10 a los 100 A.

Microscopio electronico
de transmision de alto voltaje

Es un MET que utiliza emisiones de electrones
acelerados a varios millones de voltios, lo que permi-
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Fig. 1-21. Cultivo primario de células neurales con mi-
croscopia electronica de barrido. Comparese con la pre-
paracién equivalente de la figura 1-15; se observan célu-
las de diferentes formas y tamafios; algunas con proyec-
ciones periféricas que indican motilidad celular (flechas)
y otras en proceso de division (A, B, C).

te penetrar cortes muy gruesos y estudiar la estruc-
tura tridimensional de los componentes subcelula-
res dado que posee un enorme poder de resolucién
y penetracién. Con este instrumento se pueden ha-
cer estudios sobre células enteras cultivadas, lo que
permite discriminar mejor las relaciones e interac-
ciones entre los diferentes organoides que en mate-
riales seccionados.

Microscopio electronico
de barrido

El microscopio electrénico de barrido (MEB) permi-
te observar la superficie de especimenes gruesos y de
organismos enteros que no se podrian estudiar con el
MET. Para ello, el haz electronico no atraviesa la
muestra, sino que realiza un barrido por toda la su-
perficie del material en estudio (véase fig. 1-19 C). Es-
te impacto de los electrones primarios sobre el espé-
cimen produce la emision de electrones secundarios
y, con dependencia de la geometria de la superficie
del espécimen, son captados por un detector, integra-
dos y proyectados en la pantalla de un monitor (véa-
se fig. 1-19 C). Es decir, construye una imagen basa-
da sobre el grado y la direccién de la dispersion de
electrones secundarios, que varia de acuerdo con las
diferentes caracteristicas geométricas y la opacidad
electronica de la muestra. El resultado final es una
imagen tridimensional con elevado poder de resolu-
cion (fig. 1-21). Ademas, con adaptaciones del mismo
equipo denominados “detectores de sondas electré-
nicas” es posible realizar el anélisis de la emision se-

cundaria de rayos X, con lo cual se pueden detectar
la concentracion y la distribucién de diferentes ele-
mentos quimicos de la muestra.
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AUTOEVALUACION

Senale la unica opcion de respuesta correcta

1. La “teoria celular” sostiene que:

[Ja) Las células son las unidades morfolégicas vy fisiolo-
gicas de todos los organismos vivientes.

[0 b) Las células se originan sélo de otras células y su
continuidad depende de su material genético.

[0 ¢) Las propiedades de un organismo depende de las
de sus células individuales.

1 d) Todo lo anterior es correcto.

2. Seiale una de las opciones que caracterizan
solo a los seres vivos:

O a) Acidos nucleicos.

[0 b) Compuestos de nitrogeno.
[0 ¢) Compuestos de carbono.
[1d) Agua.

3. Es caracteristico de las células eucariontes:
] a) Tener nacleos organizados.

[J b) Tener DNA circular.

[0 c) No tener nucléolos.

[1d) Nada de lo anterior.

4. Los componentes basofilos de la célula son:
[Ja) DNA y RNA.

[J b) RNA y mitocondrias.

[0 c) REL.

[0 d) Nucléolo y aparato de Golgi.

5. Seiale cual de las siguientes alternativas se
debe usar para observar el DNA de células de
raton:

[J a) Técnica de PAS.

[0 b) Técnica inmunocitoquimica directa con anticuerpo
de ratén anti-RNA de conejo.

[J ¢) Técnica de Feulgen.

[J d) Técnica inmunocitoquimica con anticuerpo de cabra
antitubulina de ratén.

6. El grosor habitual de un corte para MET es:

[Ja) Mayor que el de la membrana plasmatica y menor
que el diametro de una célula vegetal.

[0 b) Menor que el grosor de un corte para MO y mayor
que el diametro de una mitocondria.

[J ¢) Aproximadamente igual al didametro del nucleo.
[0 d) Nada de lo anterior.

7. El limite de resolucion de un sistema optico es:
[Ja) La distancia entre el objetivo y la preparacion.

[0 b) La distancia minima que separa dos puntos que
pueden ser discriminados como tales.

[Jc) La capacidad de dar imagenes claras.

1 d) La distancia entre el centro de una lente y el punto
donde se rednen todos los rayos de luz.

8. Marque la opcion correcta:
[Ja) El nacleo celular esta rodeado por una membrana

bilipidica.

[J b) La envoltura nuclear posee poros de 5 um de dia-
metro.

[Jc) La envoltura nuclear esta formada por dos membra-
nas.

[ d) El nucleo celular esta rodeado por una envoltura
de doble membrana que se continta con el nu-
cléolo.

9. El poder de resolucion de un microscopio opti-
co es:

[Ja) Mayor que el de un microscopio electrénico de
transmision.

[ b) Menor que el de un microscopio de fluorescencia.

[J c) Menor que el de un microscopio electrénico de barri-
do.

[0 d) Mayor que el de un microscopio de contraste de in-
terferencia.

10. Indique el tipo de microscopio necesario para
ver un componente de la envoltura nuclear
utilizando un anticuerpo secundario conjugado
con oro coloidal:

[ a) Microscopio de contraste de fase.

[ b) Microscopio electrénico de transmision.

[J ¢) Microscopio de fluorescencia con el filtro de excita-
cion / analisis para fluoresceina.

1 d) Microscopio de fluorescencia con el filtro de excita-
cién / analisis para rodamina.
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Indique si las siguientes afirmaciones son verdaderas o falsas. En las falsas
subraye el(los) elemento(s) erroneo(s)

1. Las células de un organismo pluricelular, aunque con- el ndcleo celular; este complejo de DNA + proteina de

tienen el mismo DNA, pueden ser muy diferentes,

los cromosomas se llama carioteca.

ya que utilizan la informacion genética para dirigir [(Jv [JF
sus actividades bioquimicas segun las sefales que . . ., - .
Toehem G su ks SrsEmE. 7. El flujo de la informacién genética en todas la células

LIv [JF

. El ntcleo es el organoide mas importante en la mayo-
ria de las células vegetales y animales, porque contie-
ne la informacion genética del organismo, almacena-

vivas es DNA > RNA > proteina y la conversion de las
instrucciones genéticas de DNA hacia RNA y proteinas
se denomina expresién génica.

[lv LIF

da en las moléculas de RNA; los otros componentes 8. En el DNA de la célula eucarionte, la mayor parte de

de las célula constituyen el citoplasma. los genes esta constituida por pequefias regiones

O] O (exones) intercaladas con regiones no codificantes

v F (intrones). Cuando un gen procarionte es transcrito

. Las células vivas estan compuestas principalmente del DNA al RNA, los exones y los intrones son copia-

por un numero limitado de elementos, cuatro de los dos.
éuales (C, H, S, Fe) componen en conjunto el 96,5% (v [F
e su masa. -, . -
9. La traduccion de la secuencia de nucleétidos del mR-

LJv LIF

. Los organismos vivos contienen un conjunto caracte-
ristico y restringido de pequeias moléculas comple-
jas, basadas en el carbono, que son esencialmente
iguales en todas las especies vivas; ellas son los azu-
cares, los acidos grasos, los aminoacidos y los nu-
cleétidos.

[Tv [IF

. Muchos miles de proteinas en una célula eucarionte ti-
pica son reguladas por ciclos de fosforilacién y des-
fosforilacion, o mediante la unién e hidrolisis de GTP
por una proteina fijadora de GTP.

[Tv [IF

. Los cromosomas de células eucariontes consisten en
DNA estrechamente unido a una masa casi igual de
proteinas especializadas, cuya funcion es plegar el
RNA en una forma laxa de modo que pueda caber en

10.

NA en proteinas tiene lugar en el nicleo sobre gran-
des ribonucleoproteinas ensambladas denominadas
ribosomas. Se unen al mRNA y se desplazan paso a
paso a lo largo de la cadena de mRNA traduciendo el
mensaje a proteina.

[lv [JF

La mayoria de las proteinas de los organoides se ela-
boran en el citosol y se transportan hacia el interior
del organoide donde funcionan; las sefales para su
distribucion son determinadas por la secuencia de
aminodcidos, que guian a las proteinas hacia el orga-
noide correspondiente, mientras que las proteinas
que actuan en el citosol poseen sefales determinadas
por la secuencia de nucleétidos y permanecen donde
se fabrican.

[lv LIF




