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B FUNDAMENTOS DE LAS TECNICAS
UTILIZADAS EN HISTOLOGIA

El objetivo de un curso de histologia es lograr que el estu-
diante comprenda la microanatomia de las células, los tejidos
y los organos, asi como correlacionar estas estructuras con
su funcion.

La histologia (gr., histos, tejido; gr., logia, ciencia), también llamada
anatomia microscopica, es el estudio cientifico de las estructuras
microscopicas de los tejidos y los érganos del cuerpo. La histolo-
gia moderna no es solo una ciencia descriptiva, sino que tambicn
incluye numerosos aspectos de la biologia molecular y celular, que
ayudan a describir la organizacién y la funcion celular. Las técnicas
utilizadas por los histélogos son muy diversas. La mayoria de los
contenidos de un curso de histologia se pueden formular en térmi-
nos de la microscopia éprica. En la acrualidad, los estudiantes en
los laboratorios de histologia utilizan ya sea microscopios opticos
0, con mayor frecuencia, microscopia virtual, en la que se pueden
observar muestras microscopicas sobre la pantalla de un equipo
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informdtico o dispositivo maévil. Antes se realizaba una interpreta-
cion mds detallada de la microanatomia con microscopio electro-
nico (ME), tanto con el ME de transmision (MET) como con el ME
de barrido (MEB). Hoy en dia, el microscopio de fuerza atomica
(MFA) también puede proporcionar imagenes de alta resolucion
que son comparables o incluso mejores que las obtenidas con el
MET. Tanto el ME como el MFA, debido a su resolucién mayor
y aumento mds 1til, suelen ser el dltimo paso en la adquisicion de
daros a partir de muchas técnicas auxiliares de la biologia celular y
molecular. Sin embargo, el empleo de técnicas de superresolucién
se estd incrementando en la investigacion biolégica celular y mo-
lecular, en gran parte porque se pueden obtener imagenes de alta
resolucién directamente de las células vivas mediante microscopia
de fluorescencia. Estas técnicas auxiliares incluyen:

® Varios mérodos de tincién (que mejoran el contraste de las imad-
genes microscopicas)

® Histoquimica y citoquimica

® Técnicas de inmunocitoquimica y de hibridacion

® Aurorradiografia
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® Cultvo de tejidos y 6rganos
Separacion de células y orginulos por centrifugacion diferencial

® Preparacion tsular especializada (p. €j., en la microscopia
de expansién)

® Técnicas microscopicas especializadas (p. ej., microscopia
de superresolucion)

® Sistemas Gpricos especializados (p. ej., microscopios de polari-
zacién, de barrido confocal o de Huorescencia de limina de luz)

Los estudiantes pueden sentirse ajenos a estas récnicas y proce-
dimientos experimentales debido a que no suelen tener una expe-
riencia direcra con ellos en los programas acruales de la asignarura.
Sin emhargcr, €s importante conocer estos pmcedimienms especia-
lizados y los datos que proporcionan. Este capitule ofrece un resumen
de las técnicas y una explicacion de como los datos aportados por estas
pueden ayudar al estudiante a comprender mejor la funcion de las célu-
las, los tejidos y los organos.

Un problema que enfrentan los estudiantes de histologia es com-
prender la naruraleza de la imagen bidimensional del preparado his-
tolégico de una microforografia electrénica y como esta imagen se
relaciona con la estrucrura rridimensional de la cual proviene. Para
salvar esta brecha conceptual, primero es necesario presentar una
descripcion de las técnicas mediante las cuales se producen los pre-
parados y las muestras de la microscopia electrénica.

B PREPARACION DELTEJIDO

Tincion con hematoxilina-eosina
con fijacion en formalina

El corte habitual tefiido con hematoxilina-eosina es la muestra
que se utiliza con mayor frecuencia.

El conjunto de preparados que se entrega a cada estudiante junto con
el microscopio dprico en general contiene muestras fijadas con for-
malina (formol), incluidas en parafina y tenidas con hematoxilina-
eosina (H&E). Casi rodas las microforografias épricas en la seccion
del Arlas de esta obra son de preparados de estos grupos de estu-
dio. Ademis, la mayoria de las microforografias utilizadas para ilus-
trar tejidos y 6rganos en la ciredra y las conferencias de histologia
son de estos preparados. A veces se emplean otras récnicas de tincion
para mostrar componentes especificos de las celulas y los tejidos;
varias de estas técnicas se describen mids adelante.

El primer paso en la preparacion de una muestra de tejido u or-
gano es la fijacion para conservar la estructura.

La fijacién, que en general se logra mediante una sustancia quimica
o una mezcla de estas, conserva de forma permanente la estructura
del tejido para tratamientos posteriores. Las muestras deben sumer-
girse en el fijador inmediatamente después de extraerse del cuerpo.
La fijacién sirve para:

® Detener el metabolismo celular.

® Impedir la degradacién enzimarica de las células y los tejidos por
aurdlisis (aurodigestion).

® Destruir microorganismos parogenos, como bacterias, hnngns
o virus.

® FEndurecer el tejido como resultado de la formacion de enlaces
cruzados o de la desnaruralizacion de moléculas de proteinas.

El fijador mas habirual es la formalina, una solucion acuosa de
formaldehido al 37% (formol), en diluciones variadas y en combi-
nacién con otras sustancias quimicas y amortiguadores. El formalde-

hido conserva la estructura general de la célula y de los componentes
extracelulares al reaccionar con los grupos amino de las proteinas
(a menudo, con los enlaces cruzados de residuos de lisina). Como
el formaldehido no altera de forma significariva la estrucrura rridi-
mensional, las proteinas mantienen su capacidad para reaccionar
con anricuerpos especificos. Esta propiedad es importante en los
métodos inmunocitoquimicos de tincion (#éase p. 7). La solucion
comercial estindar de formaldehido amortiguado con fosfaros
(pH 7) acria con lentitud, pero penetra bien en el tejido. Sin em-
bargo, como no reacciona con los lipidos, es un mal hjador de las
membranas celulares.

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

Para examinar una muestra, se requiere de su inhltracion con un
medio de inclusion que permit:l realizar cortes muy finos, en gene-
ral en el rango de 5-15 pm (1 micron [um] equivale a 1/1000 mili-
metros [mm]; tabla 1-1). Después de la fijacion, la muestra se lava
y se deshidrata en una serie de disoluciones de alcohol cuya con-
centracion se incrementa al 100% para remover el agua. En el si-
guiente paso, el aclaramiento, se urtilizan solventes arginicos como
el xileno o el tolueno, que son miscibles ranto en alcohol como en
parafina, para extraer el alcohol antes de la infiltracién de la muestra
con la parafina fundida.

Cuando la parafina fundida se ha enfriado y endurecido, se corta
para formar un bloque de tamano adecuado. Este bloque se coloca en
una mdquina corradora especial, el microtomo, que lo secciona
con una cuchilla de acero. Los cortes obtenidos se montan sobre
un portaobjetos de vidrio utilizando un medio de montaje como
adhesivo. El medio de montaje es una solucién que se endurece en un
montaje permanente y mantiene la muestra unida al vidrio, lo que
evita su deterioro con el tiempo (oscurecimiento, desvanecimiento,
disolucion, cristalizacién, erc.). Los medios de monrtaje permanente
no acuosos empleados con mayor frecuencia son resinas sintéricas
basadas en tolueno (Permount®), bdlsamo de Canada (una tremen-
tina hecha de la resina del abeto balsimico) y muchos orros. Los
medios de base acuosa se usan a menudo en inmunocitoquimica e

incluyen productos a base de glicerol y gelarina.
En eltercer paso, la muestra se tifie para permitir su observacion.

Como los cortes en parafina son incoloros, la muestra todavia no
estd lista para su observacion bajo el microscopio éptico. Para tefiir
los cortes histolégicos, la parafina debe disolverse y extraerse, otra
vez con xileno o tolueno, y los tejidos deben rehidratarse mediante
una serie de disoluciones de alcohol con concentracion decre-

Equivalentes lineales
de empleo frecuente

TABLA 1-1

0.01 angstrom (A)

0.1 nandmetro (nm)

1 picoémetro =
1 angstrom =
10 angstroms = 1 nanometro
1 nanémetro = 1000 picometros (pm)

1000 nandmetros = 1 micrén (pm)

1000 micrones = 1 milimetro (mm)
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FIGURA 1-1. Tincion con hematoxilina-eosina (H&E). Este conjunto de muestras del pancreas son secciones en serie (adyacentes) que
permiten observar el efecto de |la hematoxilina y la eosina utilizadas solas y en combinacion. a. Esta microfotografia solo revela la tincién con
hematoxilina. Aungue hay una tincién global de la muestra, los componentes y las estructuras que tienen una alta afinidad por el colorante se
tifen con mayor intensidad (p. ej., el ADN nuclear y las areas de la célula gue contienen ARN citoplasmatico). b. En esta microfotografia, la
eosina (la contratincion) también tiene un efecto de tincién global cuando se usa sola. Sin embargo, se aprecia que el nicleo es menos visible
que en la muestra tenida solo con hematoxilina. Una vez gue la muestra esta tefida con hematoxilina y se prepara para ser tenida con eosina
en una disolucién de alcohol, la hematoxilina que no estd estrechamente unida se pierde y la eosina tifie aguellos componentes con los que tiene
una alta afinidad. e. En esta microfotografia se aprecia el efecto de la tincién combinada de H&E. 480x.

ciente. A continuacion, el tejido sobre el porraobjetos se tine con
hematoxilina en agua. Debido a que el colorante de contraste, la
eosina, es mds soluble en alcohol que en agua, se vuelve a deshidra-
tar la muestra a través de una serie de disoluciones alcohélicas de
concentracion creciente y después se tifie con eosina en alcohol. En
la figura 1-1 se presentan los resultados de la tincién con hemaroxi-
lina sola, con eosina sola y con ambos colorantes. Una vez tefida, la
muestra se pasa por xileno o tolueno y se le coloca un medio de
montaje no acuoso encima antes de cubrirla con un cubreobjetos
para obtener un preparado permanente.

Otros fijadores

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

Si bien los cortes tenidos con H&E de muestras fijadas en formalina
resultan pricricos, ya que muestran adecuadamente las caracreris-
ticas estructurales generales, no permiten dilucidar la composicién
quimica especifica de los elementos celulares. Ademds, muchos
componentes se pierden durante la preparacion de la muestra.
Para conservar estos componentes y estructuras, se deben urilizar
otras técnicas de fijacion. En general, estas récnicas se fundamentan
en un conocimiento sélido de la quimica implicada. Por ejemplo,
los alcoholes y solventes orgdnicos que se usan en preparados de
rutina diluyen los lipidos neutros.

Para conservar los lipidos neutros, como los de las células adi-
posas, deben emplearse cortes por congelacion de tejido fjado en
formalina y colorantes que se disuelvan en grasa; para conservar
las estructuras de la membrana, se urilizan fijadores especiales con
metales pesados, como permanganato y osmio, que se unen a los
fosfolipidos (cuadro 1-1). El uso rutinario de tetréxido de osmio
como fijador en la microscopia electrénica es la razon principal del
excelente estado de conservacion de las membranas en las microfo-
rografias elecrronicas.

Otras técnicas de tincion

La hematoxilina y la eosina se usan principalmente para obser-
var las caracteristicas estructurales.

A pesar de las venrajas de la rincién con H&E, el procedimiento no
permite ver de forma adecuada ciertos componentes estructurales
de los cortes histolégicos, como la elastina, las fibras reticulares, las
membranas basales y los lipidos. Cuando se desea observar estos
componentes, se pueden urilizar otros mérodes de tincién, en su
mayoria selectivos. Estos procedimientos incluyen la orceina y la
fucsina-resorcina para el material eldstico y la impregnacion argén-
tica para las fibras rericulares y las membranas basales. Las bases
quimicas de muchos métodos de tincién no se entienden por com-
pleto. Comprender los concepros bdsicos de un procedimiento de
tincién es a menudo mds importante que conocer con precision

todos los pasos que estdn involucrados en ese proceso.

H HISTOQUIMICAY CITOQUIMICA

Los procedimientos quimicos especificos pueden proporcionar
informacion acerca de la funcion de las células y de los compo-
nentes extracelulares de los tejidos.

Los procedimientos histoquimicos y citoquimicos pueden basarse en
la union especifica de un colorante, en el uso de anticuerpos mar-
cados con un colorante fluorescente para un componente celular
en parricular o en la actividad enzimatica inherente de un elemento
constitutivo de la célula. Ademas, muchas macromoléculas presen-
tes en las células pueden detectarse mediante una autorradiografia,
en la cual precursores moleculares marcados radicacrivamente se
agregan a las células y los tejidos antes de la fijacién. Muchos de
estos procedimientos pueden emplearse en preparados tanto para la
microscopia oprica como para la electronica.

VOININDOLID AVOININDOLSIH M SVIINDJIL 'L 0TNLIdYD
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CUADRO 1-1

Algunas veces se solicita a un patdlogo que evalie inme-
diatamente el tejido obtenido durante la cirugia, en especial
cuando el diagndstico patolégico instantaneo puede determi-
nar como procedera la operacion. Hay varias indicaciones para
realizar una evaluacion de este tipo, conocida habitualmente
como corte por congelacion o cortes congelados. Lo mas
frecuente es gue un cirujano en el quiréfano pida un corte por
congelacion cuando no tiene un diagnoéstico preoperatorio o
cuando se deben identificar hallazgos intraoperatorios ingspe-
rados. Ademas, el cirujano puede gquerer determinar si se ha
extirpado toda una masa patolégica dentro del limite de tejido
sano vy si el margen de la reseccidon quirdrgica esta libre de te-
jido enfermo. Los cortes por congelacion también se emplean
en combinacion con otros procedimientos como la endos-
copia o la biopsia con aguja fina para confirmar si el material
de biopsia obtenido se podra utilizar en estudios patologicos
adicionales.

En la preparacion de los cortes por congelacion hay tres
pasos principales involucrados:

* Congelacion de la muestra de tejido. Las muestras
pequenas de tejido se congelan usando didxido de car
bono comprimido o mediante inmersién en un liquido frio

Anres de analizar la quimica de las tinciones de rutina y de las
técnicas histoquimicas y citoquimicas, es conveniente describir bre-
vemente la naturaleza de un corte histolégico de rutina,

Composicion quimica de las muestras
histologicas

La composicion quimica de un tejido listo para una tincion
de rutina difiere de la composicion del tejido vivo.

Los componentes que permanecen después de la hjacién son prin-
cipalmente moléculas grandes que no se disuelven con facilidad, en
especial después de aplicar el hjador. Estas moléculas, sobre rodo
aquellas que reaccionan con orras moléculas grandes para formar
complejos macromoleculares, en general se conservan en una sec-

CORRELACION CLINICA: BIOPSIAS POR CONGELACION

{isopentano) a una temperatura de —50°C. La congelacién
puede lograrse en un refrigerador especial de alta eficien-
cia. La congelacion vuelve solido el tejido y permite la
seccion con un microtomo.

= Corte del tejido congelado. El corte se realiza, en
general, dentro de un criostato, un compartimento re-
frigerado que contiene un microtomo. Como el tejido
esta congelado, se pueden efectuar cortes extremada-
mente finos (5-10 pm). Las secciones se montan sobre
un portaobjetos.

* Tincion de los cortes. La tincion se lleva a cabo para dife-
renciar los nicleos celulares del resto del tejido. Las tincio-
nes mas utilizadas para las secciones congeladas son H&E,
azul de metileno (fig. C1-1-1) y acido peryédico de Schiff.

El proceso completo de preparacién y evaluacion de los
cortes congelados puede finalizarse en solo 10 minutos. El
tiempo total para obtener resultados depende en gran me-
dida del tiempo de transporte del tejido desde el quiréfano
al laboratorio de patologla, la técnica histoldgica utilizada y la
experiencia del patélogo. Luego, los hallazgos se comunican
directamente al cirujano que espera en el gquirdfano.

FIGURA C1-1-1. Evaluacion de una
muestra obtenida durante una cirugia
mediante la técnica de corte por con-
gelacion. a. En esta microfotografia se
observa una muestra obtenida del intes-
tino grueso gue se prepard mediante la
técnica de corte por congelacion y se ting
con azul de metileno. 160%. b. Parte de
la muestra se fijé en formalina y se pro-
cest como una preparacion rutinaria de
H&E. El estudio del corte por congela-
cion reveld que era normal. Este diagnds-
tico se confirmé mas tarde al examinar
la muestra de H&E preparada de forma
rutinaria. 180 (cortesia del Dr. Daniel W.
Visscher).

cion de tejido. Los siguientes son ejemplos de estos grandes comple-
jos macromoleculares:

® Nucleoproteinas formadas por dcidos nucleicos unidos a proteinas,

® Proteinas intracelulares del citoesqueleto en cnmpleicss con
proteinas asociadas.

® Proteinas extracelulares en grandes agregados insolubles, unidos
a moléculas similares mediante enlaces cruzados de moléculas veci-
nas, como ocurre en la formacion de las fibras de coligeno.

® Complejos de fosfolipidos y proteinas (o hidratos de carbono)
en las membranas.

Estas moléculas constituyen la estrucrura de las células y los teji-
dos, es decir, son los elementos celulares del tejido. Son la base de la
organizacion del tejido que se observa con el microscopio.
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En muchos casos, un elemento estrucrural es al mismo tiempo una
unidad funcional. Por ejemplo, en el caso de las proteinas que for-
man los filamentos contricrles de las células musculares, estos son los
componentes estructurales visibles y ademas participan en el proceso
de contraccion. El dcido ribonucleico (ARN) del citoplasma aparece
como parte de un componente estructural (p. ej., el ergastoplasma
o reticulo endoplismico rugoso [RER] de las células secretoras o el
cuerpo de Nissl de las neuronas) y es también el participante acrivo en
las sintesis de proteinas.

Muchos de los componentes tisulares desaparecen durante
el proceso de preparacion de rutina de los cortes teiidos con
hematoxilina-eosina.

Aungque los dcidos nucleicos, las proteinas y los fosfolipidos en su
mayoria se conservan en los cortes tisulares, también se pierden de
forma considerable. Las proteinas y los dcidos nucleicos pequenos,
como los ARN de rransferencia, en general desaparecen durante la
preparacion del tejido. Como ya se menciond, los lipidos neutros
suelen disolverse en los solventes orgdnicos urilizados en la prepara-
cién de tejidos. También pueden perderse otras moléculas grandes,
por ejemplo, al ser hidrolizadas como consecuencia del pH desfavo-
rable de las soluciones hjadoras. Algunos ejemplos de moléculas que
se pierden durante la fijacién de rutina en hjadores acuosos son:

® Glucogeno (hidrato de carbono intracelular abundante en el hi-
gado y las células musculares).

® Proteoglucanos y glucosaminoglucanos (hidratos de car-
bono complejos extracelulares que se encuentran en el tejido
conjuntivo).

Sin embargo, estas moléculas pueden conservarse si se urilizan
fijadores no acuosos para el glucégeno o se afiaden agentes ligadores
especiales a la solucién hjadora que preserven las moléculas extrace-
lulares que contienen hidraros de carbono.

También se pierden componentes solubles, iones y moléculas
pequeiias durante la preparacion de muestras de parafina.

Se pierden metabolitos intermedios, glucosa, sodio, cloro y sus-
tancias similares duranre la preparacion de muestras de rurina
en parahna tefidas con H&E. Muchas de estas sustancias pueden
estudiarse en preparados especiales, a veces con una pérdida consi-
derable de la integridad estrucrural. Estos iones y pequefias molé-
culas solubles no constituyen los elementos celulares de un tejido;
participan en procesos de sintesis o reacciones celulares. Cuando
pueden conservarse y detectarse mediante récnicas especificas,
aportan informacion muy valiosa sobre el merabolismo celular, el
transporte activo y otros procesos vitales de las células. El agua,
una molécula muy versiril, participa en estas reacciones y procesos
y contribuye a estabilizar la estructura macromolecular a través de
uniones de hidrogeno.

Fundamentos quimicos de la tincion

Colorantes acidos y basicos

La hematoxilina y la eosina son los colorantes de uso mas fre-
cuente en la histologia.

Un colorante acido, como la eesina, tiene una carga neta negativa
en su parte coloreada y se describe con la férmula general [colo-
rante Na™].

Un colorante basico riene una carga netd positiva en su parte
coloreada y se describe con la formula general [colorante "CI7].

La hematoxilina no es exactamente un colorante bdsico, pero
tiene propiedades muy semejantes a las de estos. El color de un colo-

TABLA 1-2

Algunos colorantes basicos
y acidos

Colorantes Color
Basicos

Verde de metilo Verde
Azul de metileno Azul
Pironina G Rojo
Azul de toluidina Azul
Acidos

Fucsina acida Rojo
Anilina azul Azul
Eosina Rojo
Maranja 3 Maranja

rante no estd relacionado con el hecho de que sea dcido o bisico,
como lo demuestran los ejemplos de colorantes dcidos o bdsicos pre-
sentados en la tabla 1-2.

Los colorantes basicos reaccionan con los componentes anid-
nicos de las células y de los tejidos (que tienen una carga neta
negativa).

Los componentes anionicos incluyen los grupos fosfaro de los
icidos nucleicos, los grupos sulfato de los glucosaminoglucanos y
los grupos carboxilo de las proteinas. La capacidad de estos grupos
anidnicos para reaccionar con un colorante bdsico se denomina ba-
sofilia (afinidad por bases o dlcalis). Los componentes tisulares que se
tinen con hemaroxilina también exhiben basofilia.

La reaccién de los grupos anidnicos varia segin el pH:

® Con un pH alte (cerca de 10), los tres grupos estdn ionizados y
disponibles para la reaccién con el colorante bdsico mediante
uniones electrostaricas.

® Con un pH ligeramente dcido a neutro (de 5 a 7), los grupos fos-
fato y sulfaro estin ionizados y disponibles para reaccionar con el
colorante basico a través de uniones electrostaricas.

® Con un pH bajo (inferior a 4), solo los grupos sulfato se manrie-
nen ionizados y reaccionan con colorantes basicos.

Por lo tanto, la tincién con colorantes bisicos a un pH determi-
nado se puede urilizar para centrar el estudio sobre grupos aniénicos
Especiﬁccrs; COMO €stos grupos predaminan en cierras macromolécu-
las, la tincién sirve como un indicador de estas.

Como se menciond anteriormente, la hematoxilina no es un
colorante bisico en sentido estricto: se emplea con un mordiente
(un intermediario entre el componente del tejido y el colorante).
El mordiente hace que la rincién se parezca a un colorante bisico.
La unién en el complejo tejido-mordiente-hematoxilina no es un
simple enlace electrostirico; cuando los cortes se colocan en agua,
la hemaroxilina no se disocia del tejido. La hemaroxilina es ade-
cuada para aquellos procedimientos rintoriales en los que dicha
tincién viene seguida por soluciones acuosas de colorantes dcidos.
A diferencia de la hemaroxilina, los colorantes basicos verdade-
ros no suelen urilizarse en secuencias en las que estos van seguidos
por un colorante dcido. Los colorantes bdsicos verdaderos tienden
a disociarse del tejido durante los lavados en soluciones acuosas
entre las dos soluciones de tincian.
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Los colorantes acidos reaccionan con los grupos cationicos
en las células y los tejidos, en particular, con los grupos amino
ionizados de las proteinas.

La reaccion de los grupos catiénicos con un colorante dcido recibe
el nombre de acidofilia (afinidad por los dridos). Las reacciones de
los componentes celulares y risulares con los colorantes icidos no
son tan especificas ni tan precisas como las reacciones con los colo-
rantes basicos.

Aungque el enlace electrostirico es el facror principal en la unién
primaria de un colorante icido con el tejido, no es el Gnico; por ello,
los colorantes dcidos a veces se urilizan en combinacién para tenir
selectivamente distintos componentes tisulares. Por ejemplo, en la
técnica de tincion de Mallory se emplean tres colorantes dcidos:
anilina azul, fucsina dcida y naranja G. Estos colorantes tifen de
forma selectiva el coligeno, el citoplasma (en general) y los eritro-
citos, respectivamente. La fucsina dcida también rifie los nicleos.

En otras técnicas con varios colorantes dcidos, la hemaroxilina
se emplea para teir primero los niicleos y luego se aplican colorantes
icidos para refir selectivamente el citoplasma y las fibras exrrace-
lulares. La rincién selectiva de los componentes del tejido por los
colorantes dcidos es atribuible a factores relativos, como el tamano y
el grado de acumulacién de las moléculas del colorante, asi como la
permeabilidad y la “densidad” del tejido.

Los colorantes basicos también pueden urilizarse en combinacion
o de forma secuencial (p. ¢j., verde de metilo y pironina para estu-
diar la sinrtesis y la secrecion de proteinas), pero estas combinaciones
no son de uso tan difundido como las de los colorantes dcidos.

Hay pocas sustancias dentro de las células y en la matriz extra-
celular que presentan basofilia.

Entre esras sustancias se inclu],ren:

® Heterocromatina y nucléolos en el niicleo (principalmente por
los grupos fosfato ionizados en los dcidos nucleicos de ambos).

® Componentes citoplasmaticos, como el ergastupl;uma (tam-
bién por los grupos fosfaro ionizados en el ARN ribosémico).

® Materiales extracelulares, por ejemplo, los hidratos de car-
bono complejos de la marriz del cartilago (por los grupos sul-
faro ionizados).

La tincion con colorantes acidos es menos especifica, pero mas
sustancias dentro de las células y en la matriz extracelular pre-
sentan acidofilia.

Entre estas sustancias se incluyen:

® La mayoria de los filamentos citoplasmaticos, en especial los
de las células musculares.

® ]a mayoria de los componentes membranosos intracelulares
y gran parte del citoplasma no especializado.

® ].a mayoria de las fibras extracelulares (principalmente debido
a grupos amino ionizados).

Metacromasia

Ciertos colorantes basicos reaccionan con componentes tisula-
res que cambian su color normal de azul a rojo o pirpura; este
cambio de la absorbancia se llama metacromasia.

El mecanismo subyacente para la metacromasia es la presencia de
polianiones en el tejido. Cuando estos tejidos se tinen con una so-
lucién colorante bdsica concentrada, como el azul de toluidina, las
moléculas del colorante estin lo suficientemente cerca como para
formar agregados diméricos y poliméricos. Las propiedades de ab-
sorcion de estos agregados difieren de las propiedades individuales
de absorcién de las moléculas no agregadas de colorante.

Las estructuras celulares y risulares que tienen alras concen-
traciones de grupos sulfato y fosfato ionizados, como la sustancia
fundamental del cartilago ionizado, los grinulos de heparina de los
mastocitos y el reticulo endoplasmirico rugoso de los plasmocitos,
exhiben metacromasia. Por lo tanto, el azul de toluidina se observari
de piirpura a rojo cuando tifa estos componentes.

Grupos aldehido y el reactivo de Schiff

La capacidad de la fucsina basica decolorada (reactivo de
Schiff) para reaccionar con los grupos aldehido causa la apari-
cion de un color rojo distintivo y es la base de las reacciones de
acido peryodico de Schiff y de Feulgen.

La reaccion de acido peryédico de Schiff (PAS, periodic acid-Schiff
reaction) tifie hidratos de carbono y macromoléculas con abundancia
de estos. Se usa para mostrar el glucégeno en las células, el moco en di-
versas células y tejidos, y la membrana basal subyacente en epitelios y
fibras reticulares en el tejido conjuntivo. El reactivo de Schiff también
se uriliza en la reaccion de Feulgen, basada en una hidrélisis débil
con dcido clorhidrico para tenir el dcido desoxirribonucleico (ADN).
La reaccion de PAS tiene los siguientes fundamentos:

® | os anillos de hexosa de los hidratos de carbono contienen car-
bonos contiguos, cada uno de los cuales lleva un grupo hidroxilo
(—OH).

® [as hexosaminas de los glucosaminoglucanos contienen carbo-
nos contiguos, uno de los cuales lleva un grupo —OH, mientras
que el orro lleva un grupo amino (-NH,).

® El icido peryddico escinde la unién entre estos dromos de car-
bono contiguos y forma grupos aldehido.

® Estos grupos aldehido reaccionan con el reacrivo de Schiff para
dar un color purpura distinrivo.

La tincién PAS de la membrana basal (fg. 1-2) y las fibras redi-
culares se basa en el contenido o asociacién de proteoglucanos (hidra-
tos de carbono complejos asociados con un niicleo proteinico). Esta
tincién es una alternariva a los mérodos de impregnacién argénrica,
que rambién se basan en la reaccién con las moléculas de saciridos
en los proteoglucanos.

X ’ ia  Tals
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FIGURA 1-2. Microfotografia de tejido renal tenido con el
método del acido peryodico de Schiff (PAS). En este método his-
toquimico se muestran y localizan los hidratos de carbono vy las ma-
cromoléculas ricas en estas sustancias. Las membranas basales san
positivas al PAS, como lo muestra el color magenta de estos sitios.
Los tubulos renales (T) estan delimitados por la membrana basal te-
fida que rodea los tibulos. Los capilares glomerulares (C) y el epitelio
de la capsula de Bowman (CB) también presentan membranas basa-
les PAS positivas. La tincion de contraste de la muestra, con hemato-
xilina, permite visualizar los nucleos celulares. 320x.
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CONSIDERA

La microespectrofotometria de Feulgen es una técnica
creada para estudiar los aumentos de ADN en las células en
desarrollo y para analizar la ploidia, es decir, la cantidad de
veces que se multiplica el contenido normal de ADN de una
célula (se dice que una célula normal, sin divisién, es diploide;
un espermatozoide o un dvulo son haploides). Para cuantificar
el ADN nuclear se utilizan dos técnicas: citometria estatica
para las secciones de tejido y citometria de flujo para las
células individuales.

La citometria estatica de las muestras de tumores tenidas
con Feulgen utiliza microespectrofotometria junto con un sis-
temna de imagenes digitalizadas para medir la absorcién de luz
emitida por las células y los grupos celulares en una longitud
de onda de 560 nm. Por otra parte, la citometria de flujo em-
plea instrumentas capaces de detectar solo células individua-
les gue pasan por un sensor en un medio liquido. Esta técnica
proporciona un analisis rapido y cuantitativo de una sola ceélula
para medir la emisién de luz fluorescente.

La reaccién de Feulgen se basa en la escision de las purinas de la
desoxirribosa del ADN mediante una hidrélisis dcida débil; el anillo
sacdrido se abre y se forman grupos aldehido. Una vez mis, los gru-
pos aldehido recién formados reaccionan con el reactivo de Schiff
para generar el color prirpura caracteristico (cuadro 1-2). La reac-
cién del reactivo de Schiff con el ADN es estequiométrica, lo que
significa que el producto de esta reaccion es mensurable y propor-
cional a la canridad de ADN. Por consiguiente, se puede usar en los
métodos espectroforométricos para cuantificar la cantidad de ADN
en el micleo de una célula. El ARN no se dne con el reactivo de

Schiff porque carece de desoxirribosa.

Digestion enzimatica
La digestion enzimatica de una seccion adyacente de un com-

ponente especifico tefido (como glucogeno, ADN o ARN) puede
usarse para confirmar la identidad del material que se tifie.

El material intracelular que se tife mediante la reaccién de PAS
puede identificarse como glucageno a través del tratamiento previo
de los cortes con diastasa o amilasa. La falea de tincién después de
este rratamiento identifica de manera positiva el marerial refido
como glucégeno.

Del mismo modo, el pretratamiento de los cortes histologicos
con una desoxirribonucleasa (ADNasa) impedird la tincién de
Feulgen en esos cortes; el rraramiento de las muestras de epirelios
secretores de proteinas con una ribonucleasa (ARNasa) evitari la
tincion del ergastoplasma con colorantes bdsicos.

Histoquimica enzimatica

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

Para localizar enzimas en cortes histologicos, se debe tener un
cuidado especial en la hjacion con el fin de preservar la actividad
enzimirica. En general, la fijacién aldehidica leve es el mérodo pre-
ferido. En estos procedimientos se detecta el producto de reaccién
de la acrividad enzimdrica y no la enzima propiamente dicha. En
general, se utiliza un reactivo de captura, ya sea un colorante o un
metal pesado, para atrapar o hjar el producto de la reaccién de la
enzima mediante su precipiracion en el sitio de reaccién. En una

CIONES FUNCIONALES: MICROESPECTROFOTOMETRIA DE FEULGEN

Actualmente, la microespectrofotometria de Feulgen se
utiliza para estudiar los cambios en el contenido de ADN en
células en division que experimentan diferenciacién. También
se emplea en la clinica para analizar cantidades andmalas de
cromosomas (patrones de ploidia) en células malignas. En
cuanto a las células malignas que tienen un patrén en gran
parte diploide, se dice que estan "bien diferenciadas”; los tu-
mores con estos tipos de células tienen un mejor pronostico
que los tumores aneuploides (que no son multiplos de la can-
tidad haploide de ADN) y las células tetraploides. La microes-
pectrofotometria de Feulgen ha sido particularmente Util para
estudiar adenocarcinomas especificos (canceres epiteliales)
v cancer de mama, rinén, colon (y otros cédnceres digesti-
vos), endometrio (epitelio uterino) y ovario. Es una de las
herramientas mas valiosas para los patélogos al momento de
evaluar el potencial metastasico de estos tumores y durante
la torma de decisiones de prondstico y tratamiento.

reaccién tipica para detectar una enzima hidrolitica, el corte histo-
légico se coloca en una solucion que contiene un sustraro (AB) y un
agente de caprura (T), el cual precipirard uno de los productos de la
siguiente manera:

enzima

AB+T — AT +B

En esta férmula se muestra que AT es el producro final caprurado
v B es el sustrato hidrolizado.

Por medio de estas técnicas fue posible correlacionar el lisosoma
(identificado por primera vez en estudios celulares de centrifugacion
diferencial) con un componente vacuolar visible en microforografias
electronicas. En los tejidos sometidos a una fijacién débil, las hidro-
lasas dcidas y las esterasas contenidas en los lisosomas reaccionan con
un sustrato adecuado. La mezcla reacriva también contiene iones
de plomo que se precipitan (p. €j., fosfato de plomo derivado de la
accion de la fosfatasa dcida). Entonces, ¢l producto reactivo precipi-
tado puede observarse tanto con un microscopio Gptico como con
uno electronico. Se han desarrollado procedimientos histoquimicos
similares para mostrar la fosfatasa alcalina, las adenosinas rrifosfara-
sas (ATPasas) de varios tipos (incluida la Na®/K* ATPasa, que es la
base enzimirica de la bomba de sodio en células y tejidos), diversas
€s[erasas y NUMErosas enzimas respirarorias {ﬁg 1-3a).

Uno de los mérodos histoquimicos mads habituales (empleado
con frecuencia junto con la inmunocitoquimica) usa una peroxi-
dasa de rdbano para la deteccion de antigenos mediada por enzimas.
Un sustrato ampliamente utilizado para la peroxidasa de ribano es
la 3,3°-diaminobenzidina (DAB), un compuesto orginico incoloro
que genera un producto insoluble de color pardo en el sitio de la
reaccién enzimdrica (hg. 1-3b). El producto de esta reaccién enzi-
matica se puede localizar de manera simple en las células, con lo que
produce imdgenes de alta resolucion ranto en un microscopio optico
como en uno electrénico.

Inmunocitoquimica

La especificidad de la reaccion entre el antigeno y el anticuerpo
es el fundamento de la inmunocitoquimica.

Los anticuerpos, también denominados inmunoglobulinas, son
P g

glucoproteinas producidas por células especificas del sistema in-

munitario como respuesta a una proteina extrana o antigeno.
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FIGURA 1-3. Procedimientos histoquimicos con microscopia de luz y electronica. a. En esta microfotografia electronica se muestra la
localizacion de la ATPasa de membrana en células epiteliales de la vesicula biliar de un conejo. Las dreas oscuras visibles en la microfotografia
glectraonica muestran la ubicacion de la enzima ATPasa. Esta enzima se detecta en la membrana plasmatica en los dominios laterales de las
células epiteliales, gue corresponden a la ubicacion de las bombas de sodio. Estas células epiteliales estan involucradas en el transporte activo de
moleculas a traves de la membrana plasmatica. 26 000x. b. Esta microfotografia muestra los macrofagos tenidos con un metodo histoguimico
utilizando anticuerpos marcados con peroxidasa y reactivo DAB. Se tind una seccion incluida en parafina de rindn de raton con hipertension
vascular renal en busca de la proteina marcadora especifica F4/80+, expresada solo en la superficie de los macrofagos. Inicialmente, los cortes
fueron expuestos a anticuerpos de rata antirraton primarios F4/80+, seguido de la incubacion con anticuerpos lgG de cabra antirrata secundarios
marcados con peroxidasa de rdbano picante. La muestra fue lavada y tratada con un amortiguador {solucion tampon o buffer) que contenia DAB.
En las areas donde hay macrofagos puede observarse un precipitado marron (producto de la oxidacion del DAB por la peroxidasa de rabano pi-
cante). La tincion de contraste de la muestra, con hematoxilina, permite visualizar los nicleos celulares. 400 (cortesia del Dr. Joseph P Grande).

En el laboratorio, los anticuerpos pueden purificarse de la sangre
y conjugarse (asociarse) con un colorante fluorescente. En gene-

ceina se une a la actina y la reaccién puede verse con el microscopio
de Huorescencia.

ral, los colorantes Huorescentes (fluorocromes) son productos
quimicos que absorben la luz de diferentes longirudes de onda
(p. €j., luz ultravioleta) y luego emiten luz visible de una longirud
de onda especifica (p. ej., verde, amarillo, rojo). La fluoresceina, el
colorante mis utilizado, absorbe la luz ultravioleta y emite luz verde.
Los anricuerpos conjugados con fuoresceina pueden emplearse en
cortes de rejidos congelados o ligeramente fijados en un portaob-
jetos de vidrio para localizar un antigeno en células y tejidos. La
reaccién del anticuerpo con el antigeno puede entonces observarse
y fotograharse con un microscopio de fluorescencia o un microsco-
pio confocal que produce una reconstruccion tridimensional de los
tejidos examinados (hg. 1-4).

En la inmunocitoquimica se utilizan dos tipos de anticuer-
pos: policlonales, producides por animales inmunizados, y
monoclonales, sintetizados por lineas celulares inmortalizadas
que se duplican continuamente.

En un procedimienm tipico, una proteina espfcfﬁca. como la
actina, se aisla a parrir de una célula muscular de una especie (p. ej.,
una rata) y se inyecta en la circulacion de otra (p- €j., un conejo). En
el conejo inmunizado, el sistema inmunitario del conejo reconoce
las moléculas de actina de la rara como un antigeno extrafio. Este
reconocimiento desencadena una cascada de reacciones inmuni-
rarias que activan miltiples grupos (clones) de células inmunira-
rias llamadas finfocitos B. Los clones de linfocitos B finalmente
conducen a la produccion de anticuerpos antiactina. En conjunto,
estos anticuerpos policlonales representan mezclas de diferentes
anticuerpos producidos por muchos clones de linfocitos B, en los
que cada clon reconoce diferentes regiones de la molécula de acrina.
Los anticuerpos son retirados de la sangre, purificados y conju-
gados con un colorante fluorescente. Entonces, pueden urilizarse
para localizar moléculas de actina en tejidos o células de rara. Si la
actina se encuentra presente en una célula o rejido, como un fibro-
blasto en el tejido conjuntivo, el anricuerpo marcado con Auores-

Los anticuerpos monoclonales (cuadro 1-3) son aquellos produ-
cidos por una linea celular productora de anticuerpos formada por
un solo grupo (clon) de linfocitos B. Se observa un tinico clon que

FIGURA 1-4. Imagen microscopica confocal de una célula
muscular cardiaca de rata. Esta imagen se obtuvo con un microscopio
confocal con el método de inmunoflucrescencia indirecta. Se usaron
dos anticuerpos prnimanos, El pnimero reconoce un transportador de
lactato especifico (MCT1) y es detectado con un anticuerpo secunda-
no conjugado con rodamina (rojo). El segundo esta dinigido contra la
proteina transmembrana CD147 estrechamente relacionada con MCT1.
Este anticuerpo fue detectado por un anticuerpo secundario marcado
con flugresceina (verdel. Se puede ver el color amariflo en el punto
donde los dos anticuerpos secundanos marcados se ubican conjun-
tamente y con precision dentro de |la celula muscular cardiaca. Esta
imagen tridimensional muestra que ambas proteinas estan distribuidas
en la superficie de la célula muscular, mientras que el transportador de
lactato solo es wisible en la profundidad, alejado de la membrana plas-
matica. Cortesia de los Dres. Andrew P Halestrap v Catherine Heddle.
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CUADRO 1-3

Los anticuerpos monoclonales se utilizan de manera am-
plia en las técnicas inmunocitoquimicas y también tienen
muchas aplicaciones clinicas. Los anticuerpos monoclonales
conjugados con compuestos radioactivos se emplean para
detectar y diagnosticar metastasis tumorales, diferenciar
subtipos de tumores y etapas de su diferenciacion, y en

se convierte en una linea celular en individuos con mieloma madl-
tiple, un tumor derivado de una sola célula plasmirica producrora
de anticuerpos. Los pacientes con mieloma multiple producen
una gran poblacion de anticuerpos homogeneos e idénticos
con una especificidad idéntica contra un antigeno. Para pr-::-du—
cir anticuerpos monoclonales contra un antigeno especifico, se in-
muniza un raton o rata con ese antigeno. Enronces, los linfocitos B
activados se aislan del tejido linfitico (bazo o ganglios linfiticos) del
animal y se fusionan con una linea celular del mieloma. Esta fu-
sion produce un hibridoma, una linea celular individual inmortali-
zada que secreta anticuerpos. Para obrener anticuerpos monoclonales
contra las moléculas de actina de rara, por ejemplo, los linfocitos B
de los érganos linfiricos de conejos inmunizados deben fusionarse
con células de mieloma.

Para localizar un antigeno diana en células y tejidos, se utilizan
métodos inmunocitoquimicos directos e indirectos.

La técnica de inmunocitoquimica mas antigua urilizada para identi-
ficar la distribucién de un antigeno dentro de las células y los tejidos
se conoce como inmunofluorescencia directa. Esta técnica emplea
un anticuerpo primario marcado con fluorocromo (ya sea polidonal
o monoclonal) que reacciona con el antigeno dentro de la muestra
(hg. 1-5a). Como procedimiento de un solo paso, este mérodo invo-
lucra un vinico anticuerpo marcado. La visualizacion de las estrucruras

INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

Anmmzz/

CORRELACION CLINICA: ANTICUERPOS MONOCLONALES EN MEDICINA

el diagndstico de enfermedades infecciosas al identificar
microorganismos en la sangre y los liquidos tisulares. En la
actualidad se utilizan anticuerpas monoclonales conjugados
con inmunotoxinas, farmacos guimioterapicos o radicisoto-
pos para administrar agentes terapéuticos a células tumora-
les especificas en el cuerpo.

no es ideal por la baja intensidad de la emision de la senal. Debido a
la sensibilidad suboprima, los mérodos indirectos estin reemplazando
cada vez mas a los mérodos de inmunofluorescencia directa.

La inmunofluorescencia indirecta proporciona una sensibi-
lidad mucho mayor que los mérodos directos y a menudo recibe
el nombre de "técnica del emparedado” o “de la capa doble”. En
lugnr de conjugar un fluorocromo con un anricuerpo (primario) es-
pecifico dirigido contra el antigeno de interés (p. ¢j., una molécula
de actina de rara), el fluorocromo se conjuga con un anticuerpo
secundario dirigido contra el anticuerpo primario de rata (p. ¢j.,
un anticuerpo de cabra dirigido contra el anticuerpo de rara; fig.
1-5b). Cuando la fluoresceina se conjuga directamente con el an-
ticuerpo primario especifico, el mérodo es direcro; cuando la Auo-
resceina se conjuga con un anticuerpo secundario, es indirecro. El
mérodo indirecto aumenta de forma considerable la emision de la
senal de Huorescencia del tejido. Una venrtaja adicional del mérodo
de marcaje indirecto es que un solo anticuerpo secundario se puede
utilizar para localizar la unién especifica de tejido de diferentes an-
ticuerpos primarios (fig. 1-6). Para los estudios microscopicos, el
anticuerpo secundario puede conjugarse con diferentes colorantes
Huorescentes, de modo que se vean mulriples marcas en el mismo
corte de tejido (véase fig. 1-4). Las desventajas de la inmunofuores-
cencia indirecta son que es costosa, requiere de mucho trabajo y no
se adapra ficilmente a los procedimientos auromarizados.

a \

Antigeno

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

AW T

Anticuerpo secundario
fluorescente

b

FIGURA 1-5. Inmunofluorescencia directa e indirecta. a. En la inmunofluorescencia directa, un anticuerpo primario marcado con fluoro-
cromo reacciona con un antigeno especifico dentro de la muestra de tejido. Las estructuras marcadas se observan después en el microscopio
de fluorescencia, en el que una longitud de onda de excitacion (en general, luz ultravioleta) desencadena la emision de otra longitud de onda.
Esta longitud de onda depende de la naturaleza del fluorocromo utilizado para el marcado de anticuerpos. b. El método indirecto implica dos
procesos. Primero, los anticuerpos primarios especificos reaccionan con el antigeno de interés. En segundo lugar, los anticuerpos secundarios,
que estan marcados con fluorocromo, reaccionan con los anticuerpos primarios. La visualizacion de estructuras marcadas dentro del tejido es la
misma en ambos métodos v requiere el microscopio de fluorescencia.
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FIGURA 1-6. Microtibulos e histonas especificas del nucleo
visualizados por metodos inmunocitoquimicos utilizando micros-
copiade expansion. La distnbucion de los microtubulos (elementos del
citoesgueleto celular marcados en verdel vy de las histona H3 fosfonlada
(Ser10) especificas del nucleo (marcadas en magenta) obtenidas de la
linea celular del cancer cervical humano Hela se puede estudiar in witro
usando el microscopio de fluorescencia. Los microtdbulos se marcaron
mediante teécnicas de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos
primarios policlonales de conejo antira-tubuling, y se visualizaron me-
diante anticuerpos de cabra conjugados secundarios anticonejo con co-
lorante fluorescente verde (Alexa Fluor 488). Las histonas se marcaron
con anticuerpos primarios antihistona H3 fostorilada (anti-Ser10) mono-
clonales de raton y se visualizaron mediante anticuerpos secundarios
antirraton conjugados de cabra con colorante fluorescente (CF633). Se
realiza una tincion de contraste del ADN de los nicleos con coloracion
azulinespecifica (tincion DAPL). La red de microtibulos esta bien visua-
lizada detido a la alta resolucion proporcionada por el procedimiento de
microscopia de expansion (factor de expansion: 4.2}, Microfotografia
cortesia de los Dres. Yongxin Zhao y Edward 5. Boyden, Massachuse-
tts Institute of Technology, Cambridge, MA.

También se pueden conjugar anticuerpos policlonales o mono-
clonales con otras sustancias, como enzimas (p. €j., peroxidasa de
rabano), que convierten sustratos incoloros (p. ej., DAB) en un pro-
ducto insoluble de un color especifico que precipita en el sitio de la
reacci6n enzimdtica. La tincién que resulta de este método de in-
munoperoxidasa puede observarse en el microscopio éprico (véase
fig. 1-3b), con técnicas inmunocitoquimicas directas o indirectas.
En otra variante, el oro coloidal o la ferritina (una molécula que
contiene hierro) pueden unirse a la molécula de anticuerpo. Estos
marcadores electrodensos pueden observarse direcramente con el
microscopio electronico.

Técnicas de hibridacion

La hibridacion es un método de localizacion de ARN mensajero
(ARNm) o ADN mediante la hibridacion de la secuencia de inte-
res a una hebra complementaria de una sonda de nucleotidos.

En general, el término hibridacidn describe la capacidad de las mo-
léculas monocatenarias de ARN o ADN para interactuar (hibridar)
con secuencias complementarias. En el laboratorio, la hibridacién
requiere el aislamiento del ADN o ARN, que se mezcla a continua-
cién con una secuencia de nucleéridos complementaria (denomi-

nada sonda de nucledtidos). Los hibridos se detectan con mayor
frecuencia mediante un marcador radicactivo adherido a un com-
ponente del hibrido.

La union de la sonda y la secuencia puede tener lugar en una
solucion o en una membrana de nitrocelulosa. En la hibridacién in
situ, la union de la sonda de nucleoridos a la secuencia de ADN o
ARN de interés se realiza denrtro de células o tejidos, como células
cultivadas o embriones completos. Esta técnica permite la localiza-
cién de secuencias de nucledtidos especificas tan pequenas como 10
o 20 copias de ARNm o ADN por célula.

Se utilizan varias sondas de nudedtidos en la hibridacion in situ.
Las sondas de oligonucledtidos pueden ser tan pequefias como de
20-40 pares de bases. Las sondas de ADN monocatenario o bicatena-
rio son mucho mds largas y pueden contener hasta 1000 pares de bases.
Para la localizacién especifica del ARNm, se urilizan sondas de ARN
complementarias. Estas sondas estin marcadas con isétopos radioac-
tivos (p. ej., B S, *H), un nucledtido especificamente modificado
(digoxigenina) o biotina (un marcador covalente multipropésito).
Las sondas radioactivas se pueden detectar y visualizar mediante una
aurtorradiografia. La digoxigenina y la biotina se detectan mediante
métodos inmunocitoquimicos y citoquimicos, respectivamente.

La fuerza de los enlaces entre la sonda y la secuencia comple-
mentaria depende del tipo de dcido nucleico en las dos cadenas.
Se forma un enlace mads fuerte entre una sonda de ADN vy su ca-
dena complementaria y uno mds débil entre una sonda de ARN y
su cadena complementaria. Si se espera que una muestra de tejido
contenga una cantidad minima de ARNm o un transcrito virico,
pueden emplearse una amplificacion mediante la reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) para
el ADN o una PCR con transcripcion inversa (RT-PCR, reverse
transcription-PCR) para el ARN. Los transcritos amplificados ob-
tenidos con estos procedimientos en general se detectan con sondas
de nucledtidos complementarias marcadas con técnicas estinda-
res de hibridacién in situ.

Recientemente, se han combinado tnciones fluorescentes con
sondas de nucledridos, por lo que es posible visualizar multiples son-
das al mismo riempo (fig. 1-7). Esta técnica, llamada téenica de hibri-
dacion in situ con fluorescencia (FISH), tiene un uso muy difundido
en la clinica para estudios genéticos. Por ejemplo, se puede utilizar

FIGURA 1-7. Ejemplo de la técnica FISH utilizada en las prue-
bas de diagnostico prenatal. Nicleos en interfase de células obte-
nidas de muestras de liguido amniotico hibndadas con dos sondas de
ADN especificas. La sonda naranja (LS| 21) es especifica del locus para
el cromosoma 21, v la sonda verde (LS| 13) es especifica del locus
para el cromosoma 13. El nlcleo de la derecha es de una muestra de li-
guido ammotico normal y revela dos senales verdes y dos naranjas, que
indican dos copias de los cromosomas 13 y 21, respectivamente. El
nucleo de la izguierda tiene tres senales naranjas, que indican trisomia
21 (sindrome de Down). Se ha realizado una tincion de contraste del
ADN de los nicleos con un colorante azul inespecifico (tincion DAPI)
para hacer visible el nicleo. 1250 (cortesia del Dr. Robert B. Jenkins).
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una sonda hibridada con cromosomas en merafase para identificar la
posicion cromosomica de un gen. La técnica FISH se emplea para
examinar simultaneamente los cromosomas, la expresion
genica v la distribucion de productos geénicos, como proteinas
patolagicas o anomalas. En la actualidad, hay en el mercado
numerosas sondas fluorescentes especificas que se utilizan en
la clinica para los procedimientos de cribado para el cancer de
cuello uterino o para la deteccion de células infectadas conVIH.
La técnica FISH también se utiliza en pruebas de diagndstico
prenatal para visualizar cromosomas en células fetales obteni-
das mediante amniocentesis o muestreo de vellosidades corio-
nicas a fin de detectar anomalias cromosomicas. Ademas, esta
técnica también se puede utilizar para evaluar los cromosomas
de los linfocitos de los astronautas y estimar la dosis de radia-
cion absorbida durante su estadia en el espacio. La frecuencia
de translocaciones cromosomicas en los linfocitos es propor
cional a la dosis de radiacion absorbida.

Autorradiografia

La autorradiografia utiliza una emulsion fotografica que se colo-
ca sobre un corte histolégico para localizar material radioactivo
en los tejidos.

Numerosos precursores moleculares uenos de moléculas mds
P pPeq
grandes, como los aminodcidos que integran las proteinas o los

nucleétidos que forman los dcidos nucleicos, pueden marcarse
mediante la incorporacion de uno o varios dtomos radioactivos en
su estructura molecular. A continuacién, se detecra la radioactivi-
dad para localizar las moléculas mds grandes en células y tejidos.
Es posible inyectar moléculas precursoras marcadas en animales o
introducirlas en células o cultivos de érganos. Por ejemplo, se pue-
den introducir precursores radicactivos del ADN (*H-timidina) o el
ARN (*H-uridina) en células vivas para estudiar la sintesis de ADN y
la posterior division celular, o la sintesis de ARNm para encontrar la
sintesis de proteinas en la célula. Otros precursores radioactivos pue-
den mostrar la secrecién celular de proteinas y localizar producros
sintéticos dentro de las células y en la martriz extracelular.

Los cortes de las muestras que han incorporado marerial radio-
activo se montan en un portaobjeros. En condiciones de oscuridad,
este se sumerge en una emulsion forogrifica liquida, produciendo
de este modo una pelicula fotogrifica delgada sobre su superficie.
Después de la exposicion adecuada en una cimara oscura, por lo
general durante dias o semanas, la emulsion expuesta se revela con
las técnicas forogrificas habituales y el portacbjetos con la muestra
se monta de forma permanente con un cubreobjetos. Los prepara-
dos se pueden tefir antes o después de la exposicién y el revelado. Con
este procedimiento, se exponen y se revelan los grinulos de plataen la
emulsion sobre las moléculas marcadas radiocactivamente y aparecen
como puntos oscuros que recubren el sitio de la emisién radioactiva
cuando la muestra se examina con el microscopio dprico (hg. 1-8a).

VOININDOLID AVOININDOLSIH M SVIINDIL 'L OTNLIdYD

FIGURA 1-8. Ejemplos de autorradiografia utllizadns en microscopia 6plma y electronica. a. M|{:rﬂfntﬂgrafla de un corte de ganglms
linfaticos de un animal inyectado con [*H)-timidina. Algunas de las células muestran agregados de granulos de plata metalicos, que aparecen
como pequenas particulas negras (flechas). Estas células sintetizaron el ADN en preparacion para la division celular y han incorporado la [*H]-ti-
midina en el ADN recién formado. Con el tiempo, las particulas radioactivas de baja energia emitidas por la *Hlimidina golpean cristales de
haluro de plata en una emulsion fotografica que cubre la muestra (exposicion) y crean una imagen latente (muy parecida a una pelicula fotogra-
fica en una cdmara). Durante el revelado fotografico de la placa con su emulsion de recubrimiento, la imagen latente (en realidad, el haluro de
plata activado en la emulsion) se reduce a plata metalica, gue luego aparece como granos negros en el microscopio. 1200x (muestra original
cortesia del Dr. Ernst Kallenbach). b. Autorradiografia microscopica electrénica de la region apical de una célula de absorcién intestinal. En esta
muestra se inyectd yodo-125 (1) unido al factor de crecimiento nervioso INGF nerve growth factor) en un animal, y el tejido se extrajo 1 h mas
tarde. La muestra se prepard de manera similar a la de la microscopia optica. El tamano relativamente pegueno de los granulos de plata ayuda
a la localizacién precisa de los complejos "5-NGF. Debe tenerse en cuenta que los granulos de plata se concentran sobre las invaginaciones
apicales {inv) y los endosomas tempranos de forma tubular (tub). 32000 (microfotogratia electronica cortesia de la Dra. Marian R. Neutra).
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Estos grinulos pueden emplearse simplemente para indicar la
ubicacién de una sustancia o pueden conrtarse para proporcionar
informacion semicuanritativa sobre la canddad de determinada
sustancia en un sitio especifico. Por ejemplo, después de inyectar
timidina rritiada a un animal, las células que han absorbido este nu-
cledrido en su ADN antes de dividirse rendrin aproximadamente el
doble de grinulos de plata sobre sus micleos que las células que se
han dividido después de la incorporacion del nucleérido marcado.

La autorradiografia también puede realizarse sobre cortes finos
de material incluido en plistico para su observacién con el ME.
En esencia, se emplean los mismos procedimientos; sin embargo,
como ocurre con todas las técnicas de preparacion de MET, los
procesos son mucho mis delicados y dificiles; no obstante, tam-
bién tienen una resolucién mucho mayor y una deteccién mds pre-

cisa (hg. 1-8b).

Microscopia de expansion

La microscopia de expansion es un método para mejorar la
resolucion de la microscopia dptica mediante la implementa-
cion de una preparacion especifica que expande fisicamente
la muestra.

La microscopia de expansion (MEx) es un proceso en el que las
muestras se infiltran con polimeros expansibles (hidrogeles: mare-
riales muy absorbentes que se encuentran frecuentemente en los pa-
fales para bebés), los cuales forman redes de polimeros hidrofilos
que pueden absorber grandes canridades de agua y aumentar sus
voliimenes. La estructura y la integridad fisica de estas redes se deben
a la presencia de enlaces cruzados fuertes y estables que permiten al
hidrogel resistir las fuerzas de expansién generadas por la adicién de
agua, estabilizando asi el gel. Como resulrado de la expansion iso-
tropica de la muestra, las moléculas denrtro de las células, la mem-
brana plasmirica y la matriz extracelular estin separadas entre si por
igual en todas las direcciones. La preparacion de la muestra para

MEx implica los siguientes pasos (hg. 1-9):

® Fijacion. El proceso de hjacién para la MEx es el mismo que para
los protocolos de inmunotincién con microscopia 6prica.

® Anclaje. La estructura celular de inrerés se marca con una sonda
molecular (p. €., anticuerpos conjugados con tincién de fluo-
resceina, proteinas fuorescentes y otros) y se incuba con un re-
activo de anclaje que expresa sitios de unién especificos para
sondas moleculares y con monémeros de gel. Ademds, algunas
moléculas (p. ej., proteinas 0 ARN) también se pueden anclar
direcramente al gel.

® Gelificacion (conversion de un sol en gel). La muestra se infiltra
con monémeros de gel (acrilato de sodio) que se polimerizan
dentro de las células y los tejidos. Los polimeros resulrantes (po-
liacrilato de sodio) forman una marriz tridimensional densa que
estd irmemente anclada a las moléculas celulares a través de los

sitios de union en el reactivo de anclaje.

® Homogeneizacion mecanica. La muestra incluida en polimero
es sometida a una hamﬂgeneizaci{':-n mecdnica. Este proceso, que
rompe las células, implica la desnaruralizacion o digestion de
moléculas estructurales por proteasas especificas.

® Expansion. Se agrega un solvente a la muestra (agua en el caso
de los polimeros de poliacrilato de sodio), lo que ocasiona la ex-
pansion de la muestra en las tres dimensiones (mds de 100 veces
en volumen).

Después de esta preparacion, la muestra expzmdida esrd lista para
ser examinada usando microscopia de luorescencia estindar.

La microscopia de expansion, que utiliza productos quimicos de
bajo costo y microscopios opticos estandar, proporciona ima-
genes de superresolucion al aumentar el tamaio de la muestra
observada.

La principal ventaja de la MEx radica en su capacidad para separar
moléculas que inicialmente no eran detectables como estrucruras
independientes debido a la resolucion innata del microscopio éptico
y las limiraciones de la difraccion. En las muestras expandidas, estas
moléculas se separan lo suficiente como para observarse con facili-
dad sin cambiar los limites de la resolucién del instrumento éprico.
Se puede lograr una expansion lineal de 4.5 veces, lo que se correla-
ciona con un aumento en la resolucién en el rango de 60-70 nm. Es
interesante que, después de una expansién inicial, la muestra puede
someterse a expansiones reperidas con una segunda red de polimero
expansible. Este proceso, llamado microscopia de expansion ite-
rativa (MExl), puede emplearse para expandir muestras bioldgicas
hasta 20 veces y obrener imdgenes de células y rejidos con una reso-
lucién de aproximadamente 25 nm cuando se observan con micros-
copia de fuorescencia convencional (fig. 1-10).

Recientemente, se han aplicado los protocolos de la MEx a
preparaciones de H&E de muestras patologicas para conver-
tir los portaobjetos de vidrio en preparaciones compatibles
con la MEx. Este método, conocido como patologia de expan-
sion (PatEx), permite el analisis y el diagnostico con micros-
copio optico de enfermedades que previamente reguerian
microscopia electronica.

B MICROSCOPIA

Microscopia optica
Un microscopio, ya sea simple (una sola lente) o compuesto (lentes
muilriples), es un inscrumento que amplifica una imagen y permite
ver mds deralles de lo que es posible a simple vista. El microscopio
mds simple es una lupa o un par de gafas o anteojos para leer.

El poder de resolucion del ojo humano, es decir, la distancia a
la que deben estar dos objetos para que se vean separados (0.2 mm),
estd dererminado por el espacio que hay entre células fotorrecep-
toras contiguas de la retina. La funcién de un microscopio es am-
pliar una imagen a un nivel en el que la retina pueda resolver la
informacién que, de otro modo, estaria por debajo de su limite
de resolucién. La tabla 1-3 compara la resolucion del ojo con la de
diversos MiCcroscopios.

El poder de resolucion es la capacidad de una lente de micros-
copio o sistema optico para obtener imagenes separadas de ob-
jetos que estan muy cerca unos de otros.

La resolucion depende no solo del sistema 6prico, sino también
de la longitud de onda de luz y de otros factores, como el espesor de
la muestra, la calidad de la fijacién y la intensidad de la tincion.
Con una luz con longitud de onda de 540 nm (véase tabla 1-1),
una luz proveniente de un filtro verde a la cual el ojo es muy sen-
sible, y con lentes objetivo y condensador apropiados, la maxima
resolucion posible con un microscopio de campo claro seria de
alrededor de 0.2 pm (véase cuadro 1-4, p. 17 para una descripcion
del método de calculo). Esta es la resolucion tedrica y, como se ha
mencionado, depende de que rodas las condiciones sean éptimas.
La lente ocular aumenta la imagen producida por la lente objetivo, pero
no puede incrementar la resoluciin.

Hoy en dia, la investigacién en el campo de la biologia dis-
pone de varios microscopios opticos para el uso general y especia-
lizado. Sus diferencias radican, en gran medida, en facrores como
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FIGURA 1-9. Pasos en el procesamiento de tejidos para la microscopia de expansion. En este diagrama se muestran los pasos conse-
cutivos de la preparacion de una muestra para la microscopia de expansion. Después de la fijacion convencional (en formaldehido), la muestra
se trata con reactivos de anclaje que se unen a proteinas u otras moléculas de interés y sondas moleculares conjugadas con marcadores fluo-
rescentes. La adicion de monoémeros de acrilato de sodio desencadena el desarrollo de una matriz de polimero de hidrogel tridimensional densa.
Después de la homogeneizacion mecénica gue permite que las células se rompan, la muestra, ahora incluida en una matriz de hidrogel, esta lista
para la expansion fisica mediante la adicion de agua. Las proteinas de interés permanecen conectadas a la red de polimeros expandidos, que las
separa. La integridad del gel expandido se mantiene mediante enlaces cruzados fuertes y estables que resisten las fuerzas de expansion genera-
das por la adicion del agua. Después de la expansion (unas 4.5 veces), la muestra esta lista para ser observada con el microscopio de fluorescencia.
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FIGURA 1-10. Comparacion de microfotografias de glandula mamaria a partir de microscopia optica, microscopia de fluorescencia y
microscopia de expansion. Todas las imagenes se obtuvieron de secciones seriadas del mismo tejido vy se procesaron de acuerdo con técnicas
de microscopia especificas. Todas se obtuvieron con las mismas lentes cbjetivo de 40 . a. En esta microfotografia de una seccion de rutina con
H&E se muestra el conducto mamario (C) v el tejido conjuntivo circundante (TC). Hay un aumento notable de las capas celulares dentro del
epitelio ductal (Ep), gue es indicativo de hiperplasia ductal habitual {(HDH). Los nacleos se tinen de azul con hematoxiling, vy la finea rosa alargada
debajo del epitelic representa las fibras de tejdo conjuntivo tenidas con eosina. Los nucleos pequenos y mas intensamente tenidos dentro del
IC pertenecen a linfocitos infiltrantes. 460 . b. Esta imagen inmunofluorescente se obtuvo de la seccion tenida para filamentos intermedios
de vimentina. Las proteinas vimentinas temidas en magenta se marcaron con anticuerpos policlonales primarios de pollo antivimentina y se
visualizaron mediante anticuerpos secundarios conjugados de cabra antipollo con colorante fluorescente (Alexa Fluor 488). El ADN se ha contra-
tenido con un colorante azul inespecifico (tincion DAPI) para hacer visible el nicleo. 1250 . Con este aumeanto, muchos nucleos son dificiles de
discermir porgue la resolucion esta en el limite. 460 . ¢. La seccion adyacente del mismo tejido gue se muestra en la imagen b se proceso para
microscopia de expansion. La muestra se incluyo en el polimero de pohacrilato v se expandio 4. 25 veces. La imagen muestra parte de la seccion
incluida dentro del rectangulo en la imagen b que se fotografid con la misma amphiacion de 460 . Debido a la expansion del tejido, la resolucion
de esta imagen mejora notablemente en comparacion con la de inmunofluorescencia de rutina tomada con el mismo aumento (microfotografia
cortesia de los Dres. Yongxin Zhao y Edward 5. Boyden, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA).

la longitud de onda con la que se ilumina la muestra, la alteracion  gran era de la investigacién histologica. Bdsicamente, los compo-
fisica de la luz que entra o sale de la muestra y los procesos analiticos  nentes del microscopio de campo claro (hg. 1-11) son los siguientes:

especificos que pueden aplicarse a la imagen final. En esta seccién se

: : N2 ® Una fuente de luz para la iluminacién de la muestra (p. €j., una
describen brevemente estos instrumentos y sus aplicaciones.

limpara en la base del microscopio).

El microscopio utilizado por la mayoria de los estudiantes einves- @ [, jente condensadora para enfocar el haz de luz a la altura

tigadores es el microscopio de campo claro. X T—

El microscopio de campo claro es el descendiente directode los mi- ® Una platina sobre la que se coloca el portaobjetos.

croscopios de uso muy difundido en el siglo x1x, e inici6 la primera ® Una lente objetivo para recoger la luz que ha atravesado
la muestra.

® Una lente ocular (0 un par de lentes oculares en los microscopios
binoculares, de uso mas frecuente) a través de la cual se puede

N EEN Resolucion ojo vs. instrumento examinar directamente la imagen formada por la lente objetivo.

Para que una muestra pueda examinarse con el microscopio de

Distancia entre puntos de resolucion campo claro, debe ser lo suhcientemente fina para que la luz pase a
través de ella. Si bien algo de luz es absorbida al atravesar la muestra,

Ojo humano 0.2 mm : oo : s

_ : el sistema dptico del microscopio de campo claro ne produce un
Microscopio de campo claro 0.2 ym grado urtil de contraste en la muestra no renida. Por esta razon, se
Microscopio 6ptico de superresolucion 10-100 nm utilizan los diversos mérodos de tincién que se analizaron antes.
MEB 2.5 nm . E e
= Estudio de un preparado histolégico

Tedrica 0.05 nm en el microscopio optico

Saccion de tejido +hm Los érganos son tridimensionales, mientras que los cortes histo-
Microscopia de fuerza atémica 50 pm logicos solo tienen dos dimensiones.

MEB. microsconio electrénico de barrite; MET. mitrosconio electiénico Como se menciond en la seccion anterior Preparacion del tejido, roda

de transmisicn. muestra de tejido preparado para su observacién por microscopia
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FIGURA 1-11. Diagrama gue compara la formacion de la imagen en diferentes tipos de microscopios. Para una mejor comparacion
entre los tres tipos de microscopio, se muestra el microscopio dptico (izguierda) comao si estuviera invertido. Debe tenerse en cuenta gue
tanto en el microscopio electranico de transmision (MET) como en el microscopio electrénico de barrido (MEB) las muestras deben incluirse en

un ambiente de alto vacio (de 10™* a 10™7 Pa).

6prica debe corrarse en secciones muy finas. Por lo tanto, de una
muestra tridimensional de tejido se obtienen cortes bidimensiona-
les. Uno de los mayores desafios para los estudiantes de histologia es
rratar de reconstruir mentalmente la tercera dimension “faltante”.

Por ejemplo, en la figura 1-12 se ilustran cortes en diferentes pla-
nos a través de una naranja. Debe considerarse que cada superficie
de corte (indicada por la [inea punteada) de la naranja entera exhibe
diversos tamafios y patrones de superficie segiin la orientacion del
corte. Asi, al examinar un corte determinado de la naranja, es im-
portante ser capaz de reconstruir mentalmente la organizacién de
la estructura y de sus componentes. Un ejemplo de una estrucrura
histolégica, en este caso un corpusculo renal, se muestra como apa-
receria en diferentes planos de corte (véase hg. 1-12). Obsérvese la
marcada diferencia de tamano, orientacién y organizacion alrededor
del tejido en cada corte del corpiisculo renal. Mediante el estudio de
una serie de estos cortes bidimensionales, es posible imaginar la con-
figuracién tridimensional de la estrucrura examinada.

En todas las etapas de la preparacion del tejido pueden gene-
rarse artificios en los preparados histologicos.

La realizacion de un preparado histologico requiere de una serie de
pasos que comienzan con la obtencién de la muestra y terminan
con la colocacién del cubreobjeros. En cada paso puede introdu-
cirse un artificio (un error en el proceso de preparacion). En ge-
neral, los artificios que aparecen en el preparado terminado estin
vinculados con la metodologia, el equipo o los reacrivos utilizados
durante la preparacion. Una baja pureza de las sustancias quimicas

y de los reacrivos urilizados en el proceso (hjadores, reacrivos y tin-
ciones), las imperfecciones en la ejecucion de la técnica (intervalos
de fijacién demasiado cortos o demasiado largos, deshidratacién, in-
clusién, coloracién o descuidos en el montaje y la colocacion del cu-
breobjetos) o un equipo inadecuado (p. €j., un microromo con una
hoja defecruosa) pueden producir artificios en el preparado final. Es
importante que los estudiantes adviertan que no rodos los prepara-
dos de su coleccién son perfectos y que estén familiarizados con los
artificios mas habiruales.

Otros sistemas opticos

Ademis del microscopio de campo claro de uso habirual en el es-
tudio de rurina de los preparados histolégicos, en los laboratorios
clinicos y de investigacién se aplican otros sistemas opricos (que
se describen a continuacién). Algunos se urilizan para aumentar el
contraste sin teir (como el microscopio de contraste de fase), mien-
tras que otros estin disefiados para visualizar estructuras mediante
el empleo de técnicas especificas, como la inmunofluorescencia (mi-
croscopios de fluorescencia y confocales; véase fig. 1-11).

El microscopio de contraste de fase permite observar células y
tejidos no teiidos; ademas, es especialmente util para estudiar
células vivas.

El microscopio de contraste de fase aprovecha las pequenas dife-
rencias en el indice de refraccién que hay en diferentes partes de una
muestra de células o tejidos. La luz que arraviesa regiones de indice
de refraccion relativamente alto (las zonas mds densas) se refracta y
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FIGURA 1-12. Ejemplos de cortes de una naranja y un corptsculo renal. Las lineas punteadas dibujadas sobre la naranja entera indican
el plano de corte gue se correlaciona con cada superficie seccionada. Del mismo modo, los diferentes cortes a través de un corpisculo renal,
que también es una estructura esférica, exhiben diferencias en su aspecto. El tamano y el aspecto de la estructura interna son un reflejo del

plano de corte.

queda fuera de fase con respecto al haz de luz que ha pasado por
la muestra. El microscopio de contraste de fase capra las longitudes
de onda que estin fuera de fase y las dirige a través de una serie de
anillos épricos en las lentes condensador y objetivo, con lo que en
esencia se elimina la amplirud de la porcion del haz refracrado ini-
cialmente y se produce un contraste en la imagen. Las partes oscu-

ras de la imagen corresponden a las regiones densas de la muestra;
las claras, a regiones menos densas. El microscopio de contraste de
fase se utiliza para examinar células y tejidos vivos (como las células
de un cultivo) y rambién se emplea con frecuencia para examinar
cortes semifinos no tenidos (de alrededor de 0.5 pm) de material
incluido en plistico.
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CONSIDERACIONES FUNCIONALES: USO CORRECTO DEL MICROSCOPIO OPTICO

Esta breve introduccion al uso adecuado del microscopio
optico esta dirigida a aquellos estudiantes que utilizaran esta
herramienta para el analisis de rutina de los tejidos. Si los
siguientes comentarios parecen elementales, es solo porgue
la mayoria de los usuarios del microscopio no pueden aprove-
char todas sus ventajas. A pesar del excelente equipamiento
actual, es relativamente escasa la instruccion formal sobre el
uso correcto del microscopio éptico.

Los sistemas opticos costosos y muy corregidos solo
pueden funcionar de forma dptima cuando los trayectos de
los haces de iluminacion y de observacién estan centrados y
apropiadamente ajustados. Trabajar con los ajustes y alinea-
mientos adecuados contribuira sustancialmente a reconocer
detalles diminutos en la muestra y a presentar de forma
fidedigna los colores para la vision directa o mediante la
microfotografia.

La iluminacion Kohler es una de las claves de la micros-
copia de calidad y esta incorporada en el diseno de practica-
mente todos los microscopios modermos que se utilizan en
los laboratorios o en la investigacion. La figura C1-4-1 muestra
el tipico trayecto de la luz y los controles para ajuste de un
microscopio moderno; es necesario sequir las instrucciones
gue se brindan a continuacion para obtener una iluminacion
adecuada en el microscopio.

Los pasos de ajuste necesarios para conseguir una buena
iluminacién Kdhler son pocos y sencillos:

= Enfocar la muestra.

= Cerrar el diafragma de campo.

* Enfocar el condensador moviéndolo hacia arriba o hacia
abajo hasta que el contorno de su diafragma de campo
aparezca nitido y enfocado.

Condensador

Control de la platina
Diafragma de campo

Fuente de luz

FIGURA C1-4-1. Diagrama de un
microscopio optico tipico. En esta
llustracion se muestra un corte transver
sal de un microscopio, sus componen-
tes operativos vy la trayectoria de la |uz.

Db]ﬁ‘ﬁvﬂ ‘--\___-_“ i

Lente condensadora auxiliar
Platina
Diafragma del condensador

» Centrar el diafragma de campo con los controles corres-
pondientes en la subplatina (donde esta el condensador).
Después, se abre el diafragma de campo hasta que el haz
luminoso cubra todo el campo observado.

» Retirar el ocular (o se utiliza un telescopio de centrado o
un accesorio telescopico de fase si se dispone de ellos) y
observar la pupila de salida del objetivo. Asi se podra ver
un campo circular iluminado cuyo radio es directamente
proporcional a la apertura numeérica del objetivo. A medida
que se cierra el diafragma del condensador, su contorno
aparecera dentro de este campo circular. En la mayoria de
los preparados tenidos, el diafragma del condensador debe
cemrarse hasta cubrir aproximadamente dos terceras partes
de la apertura del objetivo. El resultado de este ajuste es el
mejor equilibrio entre la resolucién y el contraste (que no
es mas qgue la diferencia de intensidades entre las regiones
claras y oscuras de la muestra).

Si se ponen en practica estos cinco consejos simples, la
imagen obtenida sera la mejor que permita el sistema éptico
del microscopio. Ahora se vera por qué.

Primero, jpor qué ajustarmos el diafragma de campo para
cubrir solo el campo observado? lluminar el campo mas
grande que el sistema dptico puede “ver” solamente con-
duce a reflexiones internas o a una pérdida de luz, lo cual trae
como consecuencia mas “ruido” o una disminucién del con-
traste de la imagen.

Segundo, jpor qué se pone énfasis en el ajuste del dia-
fragma del condensador o, en otras palabras, en la apertura
de iluminacién? Este diafragma ejerce gran influencia sobre
la resolucién y el contraste con los que se pueden observar
ciertos detalles de la muestra.

Ocular  gntrada opcional

para camaras

—Controles
de enfoque

{continda en la p. 18)
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DEL MICROSCOPIO OPTICO (conTiNuACION)

Fara la mayoria de las aplicaciones practicas, la resolucién
esta determinada por la ecuacion:

M

d =
ANuhpm + AMndensadur

Donde:

d = distancia entre los puntos del detalle resuelto (en nm).
A = longitud de onda de la luz utilizada (verde = 540 nm).
AN = apertura numeérica o seno del semiangulo captado
por el objetivo o el condensador de un punto cen-
tral de la muestra multiplicado por el indice de refrac-
cion del medio comprendido entre el objetivo o el
condensador y la muestra.

{Como influyen directamente la longitud de onda vy la aper
tura numerica en la resolucion? Las estructuras de la muestra
difractan la luz. El angulo de difraccién es directamente pro-
porcional a la longitud de onda e inversamente proporcional
al espaciado de las estructuras. Segun el fisico Ernst Abbé, un
espacio estructural dado puede resolverse solamente cuando
el sistema dptico de observacion (objetivo) puede ver parte de
la luz difractada producida por el espaciado. Cuanto mayor
es la apertura del objetivo, mas difractada esta la luz que par
ticipa en la formacidn de la imagen, lo que proporciona una
mejor resolucion de los detalles mas pequenos e imagenes
mas nitidas.

5in embargo, nuestra sencilla formula muestra que la
apertura del condensador es tan importante como la apertura
del objetivo. Este punto solo es légico cuando se considera el
angulo de difraccién para un haz oblicuo o uno de mayor aper
tura. Este angulo permanece esencialmente constante, pero

Dos modificaciones del microscopio de contraste de fase son el
microscopio de interferencia, que también permite la cuanrifica-
ci6n de la masa dsular, y el microscopio de interferencia diferen-
cial (usando la 6prica de Nomarski), que es especialmente il para
valorar las propiedades de la superficie de las células y otras mues-
tras bioldgicas.

En la microscopia de campo oscuro, la lente objetivo no capta la
luz directa proveniente de la fuente de iluminacidn.

En la microscopia de campo oscuro, solo la luz refractada por las
estructuras de la muestra penetra en el objetivo. El microscopio de
campo oscuro estd equipado con un condensador especial que ilu-
mina el preparado con mucha intensidad y de forma oblicua. Asi,
el campo de vision aparece como un fondo oscuro en el que las
pequenas particulas en la muestra que reflejan parte de la luz en el
objetivo aparecen brillantes.

El efecto es similar al que producen las particulas de polvo en
el haz luminoso de un proyector de diapaositivas en una habitacién
oscura. La luz reflejada por las particulas de polvo llega a la retina del
ojo y eso las hace visibles.

La resolucion del microscopio de campo oscuro no puede
ser mejor que la del microscopio de campo claro, dado que ambos
urilizan luz de la misma longirud de onda. No obstante, en las imdge-

OSIDERACIONES FUNCIONALES: USO CORRECTO

se presenta al objetivo de tal manera que se puede corregir
con facilidad.

¢{Cémo afecta al contraste el ajuste de la apertura? En teo-
ria, la mejor transferencia de contraste del objeto a la imagen
se obtendria gracias a la interaccion (interferencia) entre los
frentes de onda difractados v no difractados.

Para lograr una transferencia de contraste entre la transmi-
sién total y la absorcién completa en una muestra, la relacion
de intensidad entre la luz difractada y no difractada tendria que
ser 1:1 para obtener una interferencia destructiva total (negro)
o una interferencia constructiva total (brillo). Cuando la apertura
del condensador coincide con la apertura del objetivo, la luz
no difractada ingresa en el objetivo con la maxima intensidad,
pero solo puede ingresar una parte de la luz difractada, lo que
produce un contraste menor. En otras palabras, cerrar la aper
tura del condensador en dos tercios de la apertura del objetivo
hace gue la relacion de intensidad entre la luz difractada y no
difractada se acerque a 1:1 v, por lo tanto, optimiza el contraste.
Cerrar la apertura del condensador (o bajar el condensador) mas
alla de este equilibrio producira fenémenos de interferencia o
artificios de la imagen, como anillos de difraccion o lineas artifi-
ciales alrededor de las estructuras de la muestra. La mayoria de
las técnicas de microscopia utilizadas para mejorar el contraste
{p. e]., campo oscuro, iluminacién oblicua, contraste de fase o
contraste de modulacion) se basan en el mismo principio (supri-
men o reducen la intensidad de la luz no difractada para mejorar
un contraste inherentemente bajo de la muestra).

Si se siguen los pasos descritos y se mantienen las len-
tes limpias, la calidad y la fidelidad de las imagenes visuales
variaran solo en funcién de la capacidad de rendimiento del
sisterma optico.

nes de campo oscuro pueden detecrarse particulas individuales mas
pequenas debido al mayor contraste obtenido.

El microscopio de campo oscuro es 1l en el estudio de autorra-
diografias, en las que los grinulos de plata revelados aparecen blan-
cos en un fondo oscuro. En la clinica, |a microscopia de campo
oscuro se emplea para la deteccion de cristales en la orina,
comao los de acido drico y oxalato, asi como para la identi-
ficacion de bacterias especificas, como las espiroquetas, en
particular, Treponema pallidum, el microorganismo causante
de la sifilis, una enfermedad de transmision sexual.

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

Una molécula que fuoresce emire luz de longirudes de onda den-
tro del espectro visible cuando se expone a una fuente ultraviolera
(UV). El microscopio de fluorescencia se utiliza para la deteccion
de moléculas con fluorescencia narural (autofluorescencia), como la
vitamina A y algunos neurotransmisores. Sin embargo, como no hay
muchas moléculas autofluorescentes, la aplicacion principal de este
microscopio consiste en examinar la luorescencia secundaria, como
en la deteccion de antigenos o anticuerpos en los procedimienros de
tincion inmunocitoquimica (véase iig. 1-6). También pueden inyec-
rarse moléculas fluorescentes especificas (Huordéforos) en un animal
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o directamente en las células y utilizarse como marcadores. Estos mé-
todos han sido itiles en el estudio de uniones intercelulares (de tipo
nexo), en la localizacién del trayecto de fibras nerviosas en neurobio-
logia y en la deteccion de marcadores Auorescentes del crecimiento
de los tejidos mineralizados. Entre la fuente de luz UV y la muestra
se insertan varios filtros para producir una luz monocromarica o cua-
simonocromatica (de una sola longitud de onda o de longimud de
onda de banda estrecha). Un segundo conjunto de filtros colocados
entre la muestra y el objetivo permite que solo la estrecha banda de
longitud de onda de la Huorescencia llegue al ojo 0 a un sensor de un
dispositivo de registro o grabado digiral.

El microscopio de fluorescencia de lamina de luz utiliza un plano
fino de luz para seccionar opticamente una muestra transpa-
rente marcada con moléculas fluorescentes.

El microscopio de fluorescencia de lamina de luz (MFLL) uti-
liza una limina de luz que estd formada por un haz de ldser plano.
Esta fina lamina de luz se genera en el plano focal y secciona op-
ticamente una muestra transparente marcada con colorantes fluo-
rescentes. La luz fluorescente emirida desde la muestra es recogida
perpendicularmente a la trayectoria de la luz por el objetivo del
microscopio y se registra mediante un sensor de imdgenes (p. ej.,
un dispositivo de carga acoplada [CCD, charge-coupled device]). La
muestra se ilumina solo en un plane focal a la vez, evirando la excita-
cion de las dreas fuera de foco de la muestra. La limina de luz por si
sola puede formarse de manera estdrica o dindmica al mover un haz
de liser que se parece a una hoja de luz durante un corto periodo. Al
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mover la muestra por la limina de luz pueden registrarse imigenes en
distintos planos y reconstruirse de forma tridimensional (hg. 1-13).

En la actualidad, la microscopia de fluorescencia es una de las
tecnicas mas potentes y versatiles disponibles para los estudios
de muestras biologicas.

La mayoria de los laboratorios de investigacion modernos utili-
zan la microscopia de fluorescencia como herramienta principal en
la investigacion biolégica. Se han disenado moléculas Huorescentes
(Huoréforos) para absorber la luz en una longitud de onda especifica
y para emitir luz en una longirud de onda mis larga. Estas moléculas
aparecen muy brillanres y son ficilmente distinguibles en las seccio-
nes de tejido de otras senales de fondo. Ademds, con el desarrollo
de proteinas fluorescentes (PF) codificadas genéricamente, ha sido
posible visualizar y crear imdgenes de expresion, localizacién y acti-
vidad de proteinas en células vivas. La combinacién de técnicas de
microscopia de fluorescencia y confocal con un sistema informdrtico
de procesamiento de datos ripido permite a los investigadores repre-
sentar las imdgenes en tres dimensiones.

El microscopio ultravioleta utiliza lentes de cuarzo con una
fuente de luz ultravioleta.

La imagen en el microscopio ultravioleta (UV) depende de la ab-
sorcion de luz UV por las moléculas en la muestra. La fuente de
luz UV tiene una longirud de onda de alrededor de 200 nm. Asi, el
microscopio UV puede llegar a una resolucion de 0.1 pm. El princi-
pio general de la microscopia UV se asemeja al funcionamiento de un

FIGURA 1-13. Imagenes con microscopia de fluorescencia de lamina de luz (MFLL) de células que expresan el neuropéptido gala-
nina en la médula espinal de una rata macho adulta. a. En esta microfotografia se muestra una representacion tridimensional {3D) de una
imagen de MFLL de la médula espinal de rata en los niveles vertebrales L3 vy L4. Dentro del rectangulo puede observarse el marcado inmu-
nofluorescente del neuropéptido galanina expresado en las células espinotaldmicas. Este neuropéptido se detectd mediante el método de
inmunofluorescencia indirecta usando anticuerpos policlonales de conejo antigalanina vy después se visualizé con anticuerpos secundarios
de cabra anticonejo conjugados con fluoresceina (Alexa Fluor 647). Despues de la inmunotincidn, la muestra se lavd con dibencil eter IDBE) y el
tejido transparante se observo en el plano horizontal utilizando MFLL bidireccional. Los conjuntos de imagenes TIFF se obtuvieron a intervalos
opticos de 4 ym y se unieron mediante un programa de imagenes especializado. La imagen reconstruida fue coloreada artificialmente en verde.
La representacion 3D permite girar y examinar la imagen desde todas las direcciones posibles. 10, b. En esta imagen se representa un mayor
aumento de las celulas espinotalamicas positivas para galanina y el fondo de la medula espinal gque se muestra en el rectangulo. Obsérvese
gue las celulas positivas para galanina estan muy cerca del conducto central. 22, e. Vista de gran aumento de ceélulas espinotalamicas que
expresan galanina y muestran su patron de interconexion. 110 (cortesia de los Dres. Aleisha M. Moare, Michael N. Lehman y Ligue M. Coolen).
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espectrofotémetro; los resultados se registran de forma forografica. La
muestra no se puede inspeccionar de manera directa a través de una
lente ocular, ya que la luz UV no es visible y puede lastimar el ojo.

La microscopia UV es tril para la deteccion de dcidos nucleicos,
especificamente las bases de purina y pirimidina de los nucledridos.
También es tril para la deteccién de proteinas que contienen ciertos
aminodcidos. Las mediciones espectroforométricas UV de longitu-
des de onda especificas permiten al microscopio UV determinar de
forma cuantitativa la cantidad de ADN y ARN en las células. Como
se describe en el cuadro 1-2 de la pagina 7, la microespectro-
fotometria de Feulgen se emplea en la clinica para evaluar el
grado de ploidia (multiplos de la cantidad de ADN normal) en
muestras tumorales.

El microscopio confocal de barrido combina componentes de un
microscopio optico de campo claro con un sistema de barrido
para diseccionar una muestra opticamente.

El microscopio confocal de barmrido permite la visualizacién de una
muestra biolégica en tres dimensiones. Las dos lentes del micros-
copio confocal (objetivo y fororubo) estin perfectamente alineadas
para enfocar la luz proveniente del punto focal de una lente hasta el
punto focal de la orra. La diferencia principal entre un microscopio
convencional y uno confocal es la adicién de un detector de aper-
tura (orificio puntiforme), que estd en conjuncion con el punto focal
de la lente; por ello es confocal. Este orificio de posicion precisa
solamente permite que pase la luz “en foco™ hacia el dispositivo foro-
multiplicador (detector), mientras que la luz “fuera de foco™ tiene
bloqueada la entrada al detector (hg. 1-14). Este sistema genera una
capacidad de resolucion (0.2-0.5 pm) y una claridad excepcionales
para un corte fino en una muestra bioldgica simplemente por elimi-
nar la luz fuera de foco.

La fuente de luz en un microscopio confocal proviene de un sis-
rema de iluminacién liser que es fuerremente convergente y, por
lo tanto, produce una luz excitadora de alra intensidad en la forma
de un punto de exploracién superhicial. Se udliza un sistema de
espejos para mover el liser a través de la muestra, de manera que
se ilumina un solo punto a la vez (hg. 1-15). Se exploran nume-

b FUERA DE FOCO

FIGURA 1-14. Diagrama de la
luz emitida en foco y fuera de foco
en el microscopio confocal. a. En
este diagrama se muestra la trayec-
toria del rayo laser y la luz emitida
cuando la estructura estd directa-
mente en el foco de la lente. La pan-
talla con un orificio puntiforme en
el otro lado del sisterna optico del
microscopio confocal permite que la
luz de la estructura enfocada pase a
través del orificio. La luz es transfor
mada en una imagen mediante un
sistema informatico. Como el punto
focal de la lente objetivo del micros-
copio forma una imagen nitida en el
nivel en el que se encuentra el orifi-
cio, estos dos puntos se denominan
puntos confocales. b. Este diagrama
muestra la trayectoria del rayo laser
y la luz emitida, que esta fuera de
foco en relacion con el orificio. Asi,
la luz de la muestra bloqueada por el
orificio nunca se detecta.

rosos puntos individuales en el mismo plano focal y un programa
informdtico reconstruye la imagen a partir de los datos registrados
durante la exploracion. En este aspecto, la microscopia confocal se
asemeja a la romografia compurarizada (TC).

Divisor de
haz dicroico

/"

-

Rayo
laser

Espejos
de barrido
£ ]2 Detector
de apertura

FIGURA 1-15. Estructura del microscopio confocal y diagrama
de la trayectoria del haz. La fuente de luz para el microscopio con-
tocal proviene de un laser. El rayo laser (linea roja) viaja a la mues-
tra de tejido mediante un divisor de haz dicroico y luego a dos espejos
de exploracion moviles; estos espejos barren el rayo laser a través de
la muestra en las direcciones x e . Por ultimo, el laser ingresa en el
microscopio de fluorescencia y viaja por medio de su sisterna optico
para iluminar una muestra de tejido. La luz emitida por la muestra
de tejido iluminada (linea azul) regresa por el sistema optico del mi-
croscopio, a traves de ambos espejos de exploracion, pasa a traves
del divisor de haz y es enfocada en el onficio. La luz que atraviesa el
orificio es recibida y registrada por el detector conectado a un sistema
informatico que construye la imagen de un pixel a la vez.
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Por otra parte, al emplear solo la profundidad estrecha de la
imagen enfocada, se pueden crear miltiples imigenes de diferen-
tes profundidades dentro de la muestra. Asi, es posible diseccionar,
literalmente, capa por capa todo el espesor de la muestra. También
puede urilizarse un sistema informitico para realizar reconstruccio-
nes tridimensionales de una serie de estas imigenes. Como cada
imagen situada a una profundidad especifica dentro de la muestra
es muy precisa, la imagen tridimensional resultante riene las mismas
caracteristicas de nitidez. Ademds, una vez que el equipo ha ensam-
blado cada imagen seccionada, la imagen tridimensional recons-
truida puede rotarse para su visualizacion en el sistema informartico
o a través de Internet desde cualquier dngulo deseado (véase hig. 1-4).

El microscopio de polarizacion se basa en el hecho de que las
moléculas o los conjuntos de moléculas bien ordenados pueden
rotar el angulo del plano de la luz polarizada.

El microscopio de polarizacion es una simple modificacion del mi-
croscopio optico de campo claro en el cual se coloca un filtro de po-
larizacion, llamado pelarizador, entre la fuente de luz y la muestra,
y un segundo fltro, denominado analizador, se instala entre la lente
objetivo y el observador.

Tanto el polarizador como el analizador pueden rotarse; la di-
ferencia entre sus dngulos de roracién se utiliza para determinar el
grado en el que una estructura afecra el haz de luz polarizada. La
capacidad de una martriz de cristal o sustancias paracristalinas para
rotar €l plano de luz polarizada se conoce como birrefringencia (re-
fraccién doble). El musculo estriado y las inclusiones cristaloides en
las células intersticiales testiculares (células de Leydig), entre otras
estructuras frecuentes, presentan birrefringencia.

Microscopia de superresolucion

Los microscopios opticos convencionales tienen una limitacién in-
herente en la potencia de resolucion debido a la longirud de onda
de la luz. La resolucion, que se define como la distancia minima de
punto a punto entre dos detalles distinguibles, esta restringida por el
limite de difraccién de la luz. La difraccién hace que la senal lumi-
nosa de la muestra se propague a medida que se desplaza al ojo del
observador u otros dispositivos detectores de luz. Como se vio antes,
la resolucion de un microscopio éprico con una alineacién éptima
del objetivo y las lentes del condensador se limira a 0.2 pm; por lo
tanto, es incapaz de mostrar con detalle muchas estructuras celulares.

Las nuevas técnicas de microscopia de superresolucion son ca-
paces de superar el limite de resolucion de la microscopia de
luz convencional.

Durante décadas, los investigadores han estado en busca de técni-
cas que permiran exceder el limite de resolucion del microscopio
Gprico. Los recientes avances concepruales y la innovacion téc-
nica dieron origen a aumentos en la resolucion dprica de 0.2 pm
a ~10 nm. Cualquier técnica de microscopia que incremente la
resoluciéon de un microscopio dprico convencional dicrada por
la barrera de difraccion en al menos un factor de 2 se denomina
microscopia de superresolucion.

Se han desarrollado varias técnicas de microscopia de superre-
solucién para estudiar células vivas bajo microscopia de luz fuores-
cente. En general, en la microscopia de superresolucion se emplean
tres mérodos:

® Metodos de localizacion de una sola molecula, que inclu}ff_‘n
microscopia de localizacion fotoactivada (PALM, photoactivated
localization microscopy), microscopia de localizacion foroacrivada
por fluorescencia (FPALM, fluorescence photwactivated localization

microscopy) ¥ microscopia de reconstruccion optica estocdstica
(STORM, stochastic optical reconstruction microscopy). Estos mé-
todos implican el empleo de moléculas fluorescentes foroacriva-
bles y foroconmurtables que pueden cambiar el estado de emision
oscura a brillante cuando son expuestas a longitudes de onda lu-
minicas especificas. El andlisis compurarizado de los datos com-
binados obtenidos de miles de perfiles de intensidad de moléculas
individuales y el perfl de difraccion del microscopio se convier-
ten en una imagen con una resolucién de entre 10 y 20 nm.

® Meétodos de microscopia de iluminacion estructurada (SIM,
structured illumination microscopy), que se basan en extraer
detalles estrucrurales finos de la interferencia de una estrucrura
con patrones de iluminacion predeterminados. Como este mé-
todo uriliza frecuencias espaciales, que también estin limiradas
por la difraccién, la microscopia SIM solo puede mejorar la re-
solucién por un facror de 2 (resolucién ~100 nm).

® Métodos de barrido puntual, que incluyen la microscopia de
agotamiento de la emision estimulada (STED, stimulated emis-
sion depletion) y la microscopia de agotamiento isotrépico de
la emision estimulada (isoSTED, isetropic stimulated emission
depletion). Estos mérodos se basan en la microscopia confocal de
barrido liser, pero se agrega un agotamiento ldser, que estimula
las moléculas excitadas para volver a su estado fundamental.
Con la microscopia STED se puede obtener una resolucion de

imagen de 30-80 nm.

Los métodos de microscopia de superresolucion ofrecen nuevas
oportunidades para observar detalles de estrucruras celulares en cé-
lulas vivas a una resolucién mads alta que resultaba inalcanzable con
la microscopia de fluorescencia convencional.

Microscopia electronica

Hay dos tipos de microscopios electrénicos que proporcionan datos
morfoldgicos y analiticos de las células y los tejidos: el MET y el MEB.
La ventaja principal del ME sobre el microscopio dptico es que la
longitud de onda del haz del ME es unas 2000 veces menor que
la del haz de luz del microscopio dprtico, lo que aumenta la resolu-
cién por un factor de 10°.

El MET utiliza la interaccion entre un haz de electrones y una
muestra para producir una imagen.

El concepro 6prico del microscopio electronico de transmision es,
en principio, similar al del microscopio éprico (véase hg. 1-11), pero
el MET uriliza un haz de elecrrones en lugar de un haz de luz. El
principio del microscopio es el siguiente:

® Una fuente de electrones (catodo, caion de electrones), como
un filamento de rungsreno calenrado, emite electrones.

® | os electrones son atraidos hacia un anodo.

® Una diferencia de potencial entre el citodo y el dnodo propor-
ciona a los electrones un volraje de entre 20000 y 200000 V, de
manera que genera el haz de electrones.

® El haz pasa a través de una serie de lentes electromagnéticas
que cumplen la misma funcién que las lentes de cristal de un
microscopio Oprico.

La lente condensadora le da forma y cambia el didimetro del
haz de electrones que alcanza el plano de la muestra. Luego, el haz
que ha pasado a wravés de la muestra es enfocado y aumentado
por una lente objetivo para después volver a ser aumenrado por una
o mis lentes proyectoras. La imagen final se observa en una pan-
talla fluorescente recubierta de fosforo o se caprura en una placa
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fotografica. Las partes de las muestras que han sido atravesadas por
los electrones aparecen claras; las zonas oscuras de la muestra han
absorbido o dispersado los electrones debido a su densidad inherente
o a la adicién de merales pesados durante la preparacién. A menudo
se coloca un detector de electrones con un sensor de luz, como un
sensor tipo CCD, por encima o por debajo de la pantalla de visuali-
zacion para observar la imagen en tiempo real en un monitor. Esto
permite archivar sin complicaciones imdgenes o videos en formaro
digital en sistemas informarticos.

La preparacion de las muestras para la microscopia electronica
de transmision es similar a la de la microscopia optica, aungue
se requieren métodos mas refinados.

Los principios empleados para la preparacion de los cortes para su
visualizacién con el MET son, en esencia, los mismos que se uri-
lizan en la microscopia éprica, con la restriccién adicional de que
en cada paso hay que trabajar con muestras de tres a cuartro
drdenes de magnitud mds pequefias o mds finas que en las de la
microscopia 6ptica. El MET, cuyo haz de electrones riene una
longitud de onda de alrededor de 0.1 nm, cuenta con una resolu-
cién tedrica de 0.05 nm.

Debido a la excepcional resolucion del MET, la calidad de la fi-
jacién, es decir, el grado de conservacion de la estructura subcelular,
debe ser la mejor que se pueda lograr.

La preparacion de rutina de muestras para microscopia elec-
tronica de transmision comienza con la fijacion en glutaralde-
hido seguida de un enjuague en una solucion amortiguadora y la
fijacion con tetroxido de osmio.

El glutaraldehido, un dialdehido, preserva constituyentes proteini-
cos mediante enlaces cruzados: el tetroxido de esmio reacciona con
los lipidos, en particular los fosfolipidos. El osmio también propor-
ciona densidad electronica a las estrucruras celulares y tsulares, ya
que es un meral pesado, por lo que mejora la formacién ulterior de
la imagen en el MET.

Lo ideal es que los tejidos sean perfundidos con gluraraldehido
equilibrado con un amorriguador antes de exrirparse. En general, las
piezas tisulares fijadas para el MET no miden mds de 1 mm® (muy
pequenas si se comparan con las piezas para el microscopio optico,
que pueden medirse en centimerros). El proceso de deshidratacién
es idéntico al que se uriliza en la microscopia dptica, y el tejido se
infiltra con una resina monomérica, en general una resina epoxica,
que después se polimeriza.

El tejido incluido en plastico se corta en microtomos de disefio
especial con hojas de diamante.

Dada la limirada capacidad de penetracion de los electrones, los
cortes para la microscopia electronica de transmision de rurina
oscilan entre 50 y 150 nm. Ademds, como ya se dijo, debido a que
los abrasivos que se emplean para afilar las cuchillas de acero dejan
rayas inaceptables en los cortes para el MET, se utilizan hojas de
diamante con un ahlado casi perfecto. Los cortes obtenidos por
las hojas de diamanrte son demasiado finos para ser manipulados;
se hacen flotar desde el borde de la hoja hacia la superficie de una
cubera llena de liquido y se recogen de la superhcie sobre rejillas
de cobre revestido en plistico. Las rejillas tienen 50-400 orificios
por pulgada cuadrada o ranuras especiales para ver cortes seriados.
El haz arraviesa la muestra y después los orificios de la rejilla de

cobre, y la imagen es enfocada en la pantalla, en el CCD o en la

pelicula fotogrifica.

En la MET, para aumentar el contraste inherente de modo que los
detalles de la estructura celular sean faciles de ver y fotografiar,
también se requiere una tincion.

En general, los cortes para el MET se tinen mediante la adicion a
la muestra de mareriales de gran densidad, como iones de merales
pesados. Los iones de metales pesados pueden unirse a los teji-
dos durante la fjacion o la deshidratacién, o durante la inmersién
de los cortes, una vez realizados, en soluciones de estos iones. El
tetroxido de osmio, que se utiliza de manera rutinaria en el fija-
dor, se une a los fosfolipidos de las membranas, lo que les da una
densidad adicional.

A las soluciones de alcohol urtilizadas en la deshidratacion suele
afadirse nitrato de uranilo para aumentar la densidad de los com-
ponentes de las uniones intercelulares y de otros sitios. La inmer-
sion secuencial en soluciones de acetato de uranilo y citrato de
plomo se emplea para tenir los cortes antes de verlos con el MET,
lo cual proporciona a las micrografias electrénicas alto contraste y
mayor resolucién.

En ocasiones, se requiere una tincién especial para visualizar los
resultados de las reacciones histocitoquimicas o inmunocitoquimi-
cas con el MET. Los procedimientos de la fosfatasa y la esterasa se
usan con este proposito (véase fig. 1-3). La sustitucién de un com-
puesto que contiene un metal pesado por el colorante Auorescente
que se ha conjugado con un anricuerpo permite la adapracién de
las récnicas inmunocitoquimicas al MET. Del mismo modo, se han
refinado las técnicas de autorradiografia para su uso con el MET
(véase fig. 1-8b). Estos mérodos han sido particularmente riles para
determinar las fuentes celulares y las vias intracelulares de ciertos
productos de secrecién, la localizacién en la superhicie celular de
receprores especificos y la ubicacién intracelular de firmacos y sus-
tratos ingeridos.

La criofractura es una tecnica especial de preparacion de mues-
tras para MET; es especialmente importante en el estudio de las
membranas.

La ecriofractura rompe fisicamente (fracrura) una muestra conge-
lada para revelar sus estrucruras internas. El tejido que se exami-
nard puede estar fijado o no; si se ha fijado, entonces el fijador se
retira de la muestra antes. Se deja que un crioprotector, como el gli-
cerol, infiltre el tejido y a continuacion este se congela ripidamente
a unos —160°C. La formacién de cristales de hielo se evita usando
crioprotectores, mediante la congelacion ripida y gracias a lo dimi-
nuto de las muestras. El tejido congelado se coloca en el aparato de
criofractura, que tiene una cimara de vacio, y se incide con el borde
de una hoja.

El plano de fractura pasa preferentemente a traves de la parte
hidrafoba de la membrana plasmatica, de manera que queda ex-
puesto en su interior.

La fractura de la membrana plasmarica produce dos superficies nue-
vas. La superficie de la membrana que atris tiene el espacio extra-
celular se llama eara E; la superficie que tiene atris el protoplasma
(citoplasma) se denomina eara P. Después, la muestra se recubre,
en general con platino evaporado, para crear una réplica de la su-
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perhcie de fracrura. Después, el tejido se descarta y la réplica de la
superficie, no el tejido en si, se coloca sobre la rejilla para exami-
narse con el MET. Esta réplica muestra vistas planas de la organiza-
ci6n interna de las membranas con detalles a nivel macromolecular
(véase hig. 2-5, p. 34). Uno de los usos mds frecuentes de la técnica
de fractura por congelacién es examinar la zénula ocluyente, donde
las proteinas integrales de la membrana se unen a las células (véase

hg. 5-15¢, p. 135).

En la microscopia electronica de barrido (MEB), el haz de elec-
trones no atraviesa la muestra, sino que explora (barre) su
superficie.

En muchos sentidos, las imigenes obtenidas con la MEB se parecen
mds a las que se observan en una panralla de television que a las del
monitor del MET. Parecen tridimensionales y muestran la estrucrura
superficial de la muestra examinada. Para el anilisis de la mayoria
de los rejidos, la muestra se fija, se deshidrata por desecacion de
punto critico, se cubre con una pelicula de oro-carbono evaporado,
se monta en un soporte de aluminio y se coloca en la cimara para
muestras del MEB. En los tejidos mineralizados, se pueden eliminar
rodas las partes blandas con un removedor y examinar las caracteris-
ticas estrucrurales del mineral.

El barrido se consigue con el mismo tipo de rister que hace
recorrer €l haz de electrones sobre la superficie de un rubo de tele-
vision. Los electrones reflejados desde la superhicic (electrones retro-
dispersados) y los electrones que son expulsados de la superficie
(electrones secundarios) son reccrgidﬂs por uno o mas detectores y
reprocesados para formar una imagen de alra resolucion tridimen-
sional de la superficie de la muestra. En los primeros modelos de
microscopios, las imagenes se capruraban en un tubo de rayos caro-
dicos (TRC) de alta resolucién o en placas forogrificas; sin embargo,
los instrumentos modernos capruran imdgenes digitales utilizando
detecrores sensibles y CCD para su observacion en un monitor de
alta resolucion.

Se pueden urilizar otros derectores para medir los rayos X emi-
tidos desde la superficie, la catodoluminiscencia de moléculas en el
tejido debajo de la superhcie y los electrones Auger emitidos en
la superficie.

El microscopio electranico de transmision-barrido (METB) com-
bina caracteristicas del MET y del MEB para permitir el microa-
nalisis de rayos X por sondas electranicas.

La conhguracion del MEB puede usarse para producir una ima-
gen de transmision mediante la insercion en un porrarrejillas a la
altura de la muestra, de manera que se recogen los electrones de
transmisién con un detector y se reconstruye la imagen en un TRC.,
Esta iiltima configuracién del MEB o microscopio electrénico de
transmision-barrido (METB) facilira el empleo del instrumento para
microanalisis de rayos X con sonda electronica.

Se puede equipar el microscopio con detectores para recoger los
rayos X emitidos cuando el haz bombardea el corte; con analizadores
adecuados, se puede confeccionar un mapa que muestra la distribu-
cion de los elementos con un niimero arémico superior a 12 y con
una concentracion suficiente para producir una cantidad adecuada de
rayos X para analizar. Pueden deducirse daros semicuantirtativos de ele-
mentos que tengan una concentracioén suficiente. De esta manera,
tanto el MET como el MEB pueden convertirse en instrumentos ana-
liticos sofisticados, ademads de ser instrumentos “opticos’.

Microscopia de fuerza atomica

El microscopio de fuerza atomica se ha convertido en una de
las herramientas mas poderosas para el estudio de la topografia
superficial con resolucion molecular y atomica.

Un microscopio mds nuevo que ha demostrado ser de gran urilidad
para los estudios biolégicos es el microscopio de fuerza atémica
(MFA). Se rrata de un microscopio ne éptico que funciona de la
misma manera que las puntas del dedo, que tocan y sienten la piel
de nuestra cara cuando no podemos verla. La sensacién caprada
por las puntas del dedo es procesada por nuestro cerebro, que es
capaz de deducir la ropografia superficial de la cara mienrtras los
dedos la tocan.

En el MFA, una sonda puntiaguda muy fina (ptia), cuyo extremo
tiene casi el tamano de un solo dtomo, explora la muestra mientras
sigue lineas paralelas a lo largo del ¢je x, repitiendo la exploracion
en breves intervalos a lo largo del ¢fe . La piia fina estd montada en
el extremo de un soporte voladizo extremadamente flexible, de
manera que mueve el soporte a medida que encuentra la “fuerza
atomica” en la superficie de la muestra (hg. 1-16). La superhcie su-
perior del soporte es reflectora, y un haz liser es dirigido desde alli
hacia a un diodo. Esta distribucion funciona come una “palanca ép-
tica’ porque desviaciones diminutas del soporte se magnifican de
manera considerable en el diodo. EIl MFA puede funcionar con la
punta del soporte tocando la muestra (modo de contacto) o con
la pia dando golpecitos a través de la superficie (modo de percu-
sion) de forma muy parecida a como lo haria el bastén de una per-
sona ciega (véase fig. 1-16, recuadros).

Cuando la pia sube o baja en el eje z a medida que atraviesa la
muestra, los movimientos se registran en el diodo como movimien-
tos del haz liser reflejado. Un dispositivo piezoeléctrico debajo de la
muestra se activa en un circuito de rerroalimentacién sensible con
el diodo para subir y bajar, de modo que el haz liser se enfoque en el
diodo. Cuando la piia se hunde en una depresion, el dispositivo
piezoeléctrico eleva la muestra para compensar, y cuando la piia
se eleva sobre una prominencia, el dispositivo compensa bajando
la muestra. La corriente hacia el dispositivo piezoeléctrico se in-
terpreta como €l eje 2, que, junto con los ejes x e y, representan la
topografia de la muestra con una resolucién molecular y, a veces,
atomica (hg. 1-17).

Una ventaja importante del MFA para el estudio de muestras
biolégicas es que, a diferencia de los instrumenros dpricos de alra
resolucion (MET o MEB), la muestra no tiene que estar en el vacio;
incluso puede estar sumergida en agua. Asi pueden obtenerse imd-
genes de las células vivas y de su medio circundante.

Microscopia virtual

La microscopia virtual es un procedimiento digital que repre-
senta una alternativa a la observacion de portacbjetos de vidrio
en un microscopio optico.

La microscopia virtual integra la microscopia dptica convencional
con la tecnologia digital. Los preparados histolégicos se exploran
utilizando sistemas de adquisicién de imdgenes 6pricas con enfoque
automarico, para crear archivos digitales de dos dimensiones que ge-
neralmente se almacenan en los servidores virtuales dedicados a mi-
croscopia (fig. 1-18). El proceso de exploracién implica la obtencion
de imigenes a partir de un preparado histolégico. Los diferentes
sistemas adquieren imdgenes ya sea como mosaicos o como tiras
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FIGURA 1-16. Diagrama de un microscopio de fuerza atomica (MFA). Una punta extremadamente aguda (pda) en un soporte voladizo se
mueve sobre la superficie de una muestra biologica. El mecanismo de retroalimentacion provisto por los dispositivos piezoeléctricos permite man-
tener la punta con una fuerza constante sobre la superficie de la muestra. La punta se extiende hacia abajo desde el extrerno de un soporte vola-
dizo laser reflejante. El rayo laser se enfoca en el soporte voladizo. A medida que la pua barre la superficie de la muestra, moviéndose hacia arriba
y hacia abajo con el contorno de la superficie, el rayo laser se mueve del puente voladizo hacia un fotodiodo. El fotodiodo mide los cambios en las
intensidades del haz laser y después convierte esta informacion en una corriente eléctrica. La retroalimentacion del fotodiodo es procesada por un
sisterna informatico como una imagen de superficie y también regula el dispositivo piezoeléctrico. En el modo de contacto (recuadro izquierdo),
las fuerzas electrostaticas o de tension superficial arrastran la pua de barrido sobre la superficie de la muestra. En el modo de percusion (recuadro
derecho), la punta del soporte voladizo oscila. El Gltimo modo permite visualizar muestras blandas y fragiles mientras logra una alta resolucion.

FIGURA 1-17. Microscopia de fuerza atomica de una sola molé-
cula de ADN. Esta imagen se obtuvo en el modo de contacto, en el que
la ptia de exploracion “golpea” hacia arriba y hacia abajo a medida que se
muewve hacia adelante y hacia atras sobre la superficie de la muestra.
La muestra se encuentra en una superficie de mica ultrasuave. Una mo-
lécula de ADN produce con facilidad una protrusion gue puede detec-
tarse. Los abultamientos a lo largo de la molecula de ADN son causados
por proteinas unidas a la molecula, y estos producen un movimiento adn
mayor de la pua de bamdo. El campo de bamdo mide 540 x 540 nm.
La longitud de la molécula de ADN varia de 0 a <40 nm. 185000 {corte-
sia de la Dra. Gabriela Bagordo, JPK Instruments AG, Berlin, Alemania).

lineales que se unen para crear una diapositiva virual. La muestra
virtual es una representacion digital de un preparado, que se puede
ver de forma remota sin un microscopio éprico. En general, los pre-
parados histolégicos se digitalizan en un solo plano focal (p. ej., 40%
lente objetivo), pero pueden caprurarse en planos multifocales.

Hay numerosos programas llamados microscopios virtuales que
proporcionan acceso a Interner para explorar preparados digirtales en
cualquier dispositive de una manera similar a la microscopia éprica.
Los microscopios virtuales ofrecen nuevas posibilidades para la vi-
sualizacion y manipulacion de muestras que no estin disponibles en
un microscopio 6prico estindar. Estas incluyen:

® Visualizacién remorta de cualquier muestra digiralizada en cual-
quier dispositivo de red (p. ej., ordenadores, tabletas, teléfonos
in [eligemes, efc.) que contengan un visor de microscopia virrual,

® Acercamiento o alejamiento progresivo de la imagen sin proble-
mas (en general, van desde 0.06 hasta 40X).

® Facilidad para cambiar entre aumentos muy bajos y de alta po-
tencia sin alterar el campo de vision o el plano de enfoque.

® Una imagen de orientacién (de navegacion) en miniarura de toda
la muestra que exhibe la ubicacién de la imagen de la pantalla
principal en la diapositiva en tiempo real (esta orienracion de ima-
gen permanece en la pantalla, incluso cuando se acerca o aleja).

® Una imagen aume ntada en miniamra que muestra la ampllacién
digi[a] adicional de la region correlacionada con la posicion del
puntero en la pantalla.

® Caracreristicas adicionales, como arrastre, giro y herramientas de
medicién, matrices de ajuste de color y una funcién de enfoque
para elegir entre diferentes planos en las imigenes capruradas en

planos mulrifocales.
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Programa de microscopio
virtual

Laboratorio de histologia y dispositivos moviles

FIGURA 1-18. Microscopia virtual. Los preparados se registran mediante un escaner automatico de diapositivas de alta resolucion para
crear archivos digitales que se almacenan en servidores dedicados a la microscopia virtual. El preparado virtual es una representacion digital
de un portacbjetos y se puede visualizar con un programa especializado lamado microscopio virtual. Los preparados virtuales se distribuyen a
través de una red informética o Internet para su visualizacion remota. Los preparados virtuales se pueden ver individualmente o en grupos en
cualquier dispositivo movil, como tabletas o teléfonos inteligentes, con aplicaciones de microscopia virtual.

Desde el punro de vista educarivo, los estudiantes que urilizan
microscopios virtuales pueden comparar imdgenes de diferentes
tejidos o de los mismos tejidos tenidos con diferentes colorantes.
Una caracteristica importante que no tienen los microscopios op-
ticos es que los estudiantes o profesores pueden hacer anotaciones
personalizadas en cada preparacion virtual, que incluyen desde di-
bujos a mano alzada hasta textos escritos. Estas anotaciones pueden
guardarse ficilmente como archivos superpuestos en los preparados

de microscopia virtual. Ademais, la microscopia virrual facilira los
métodos de aprendizaje colaborativos y en equipo entre varios es-
tudiantes que comparten un microscopio virtual en un entorno de
laboratorio (véase fig. 1-18).

La microscopia virtual también se utiliza en la ensenanza vy
practica de la patologia (telepatologia). De igual forma, puede
emplearse en un entorno virtual, compartiendo preparados
virtuales en linea entre los especialistas en la materia.

V|dOOSOUIIA B SVOINDIL 'L 0INLIdVD
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- TECNICAC

B HISTOLOGIA
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= _—— FUNDAMENTOC DE LAC TECNICAS
2 UTILIZADAC EN HICTOLOGIA

® La histologia (gr, histos, tejido; logia, ciencid),

cambién llamada anaromia microscopica, €s el‘es—
rudio cientifico de las estructuras microscopicas

de los tejidos y organos del cuerpo.
® |1 microscopia optica (observar los prepa- _

rados histolégicos) y la microscopia virtual
(observar muestras histolégicas digitalizadas en la

pama_ﬂa de un sistema informarico o un disposi-
| r tivo mévil) son los mérodos utilizados con mayor

frecuencia para examinar células, tejidos y orga-

I

L nas en los cursos de histologia.

CAF'ITUILDL TéCNLAE - HlS
'|

PREPARACION DEL TEJIDD

® Los preparados de rutina de cortes histolégicos hjados en formalina y tefiidos con hematoxilina-

eosina (H&E) son las muestras utilizadas con mayor frecuencia para los estudios histolégicos con el

microscopio optico.
® El primer paso en la preparacion de una muestra histolégica es la fijacion, que conserva la estructura

y previene la degradacion enzimadrica.
® En el segundo paso, la muestra se deshidrata, se lava y se incluye en parafina o resinas epéxicas

para permitir 511 COTILE.

® En el tercer paso, la muestra se monta en un portaobjeros de vidrio y se tine para poder examinarla
con el microscopio éprico.

Para la microscopia de expansion (MEx) se requicren preparaciones especificas, en las que las =
muestras se infiltran con hidrogeles que provocan su expansion fisica.

® Los pasos en la preparacion de las muestras para el microscopio electronico de transmision (MET)

| son similares a los de la microscopia 6prica, excepro que requieren diferentes fijadores (gluraraldehido
' y tetroxido de osmio), mérodos de inclusion (resinas pldsticas y epoxicas) y rinciones (merales pesados).

T \ TECNICAS DE TINCION

@ La eosina s un colorante acido (rosado) y tiene una carga neta negativa. Reacciona con
grupos catidnicos cargados positivamente en células y tejidos, en particular con los grupos amino de
las proteinas (estructuras eosinofilas). -

® la hematoxilina actia como un colorante bdsico (azul) y tiene una carga neta positiva.

Reacciona con grupos fosfaro ionizados cargados negativamente en los acidos nucleicos {(estructuras

basofilas).

@ El acido peryédico de Schiff (PAS) tifie hidratos de carbono y moléculas ricas en hidratos de

| carbono de un color piirpura caracreristico. Se uriliza para mostrar el glucégeno en las células y moco
en las células y tejidos, asi como la membrana basal y las fibras reticulares en el tejido conjuntivo.

® La inmunocitoquimica se basa en la especificidad de una reaccion entre un antigeno y un anti-
cuerpo que estd conjugado ya sea con un colorante fluorescente (para la micmscnp:’a' li['.'ntica}‘ﬂ con
particulas de oro (para la microscopia electrénica). Tanto el método inmunocitoquimico directo

p—————— - como el indirecto se urilizan para localizar un antigeno diana en células y tejidos.

® La histoquimica y la citoquimica se basan en la union especifica de un colorante con un com-

ponente celular en particular que muestra actividad enzimatica inherente.
® La hibridacién es un método de localizacién de ARN mensajero (ARNm) 0 ADN mediante la

hibridacion de la secuencia de interés a una hebra complementaria de una sonda de nucleotidos.
@ La técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) emplea colorantes fluorescentes

combinados con sondas de nucledridos para visualizar mﬂlriples. sondas al mismo tiempo. Esta téc-
nica es muy urilizada en pruebas genéricas.

® Laautorradiografia emplea una emulsion fotogrifica que se coloca sobre un corte histolégico para

localizar material radioactivo en los tejidos.
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MICROCCOPIA

@ La interpretacion correcta de las imdgenes microscépicas es muy importante, ya que los 6rganos son

tridimensionales, en tanto que los cortes histolégicos son bidimensionales.
El poder de resolucion es la capacidad de una lente de microscopio o un sistema dptico para

obtener imigenes separadas de objetos que estin muy cerca unos de otros. El poder de resolucién de

un microscopio optico de campo claro (de uso frecuente entre estudiantes e investigadores) es
de alrededor de 0.2 pm.

Ademds de la microscopia de campo claro, otros sistemas épricos incluyen la microscopia de con-
traste de fase, microscopia de campo oscuro, microscopia de fluorescencia, micros-
copia de barrido confocal, microscopia ultravioleta y microscopia de luz ultravioleta.
Los microscopios electronicos de transmision (MET: potencia tedrica de resolucién de
0.05 nm) empiean la interaccién de un haz de electrones con una muestra para producir una imagen.
Los microscopios electrénicos de barrido (MEB; poder de resolucién de 2.5 nm) utilizan elec-
trones reflejades o forzados a salir de la superﬁc:ede la muestra que son reculmadas por los detecto-
res y reprocesados para formar una imagen de la superficie.

Los microscopios de fuerza atomica (MFA; poder de resolucion de 50 pm) son microscopios

no dpticos que utilizan una pia ultrafina (soporte voladizo) que se barre a través de la superficie
de una muestra. Los movimientos hacia arriba y hacia abajo del soporte voladizo se registran y trans-
forman en una imagen grifica.
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