Manuel Meglas, Pilar Mobolist, Manuel A. Pombal

Departamento de Biologia Funcional y Ciencias de la Salud.
Fcacultad de Biologia. Universidad de Vigo.

(Version: Septien‘pfe 2024) - i @
L

n"-m- Al e, . 2 S, » HAhATEL
it Lo YR TR L . Al

i



Este documento es una edicién en pdf del sitio

http://mmegias.webs.uvigo.es/inicio.html.

Todo el contenido de este documento se distribuye bajo
la licencia Creative Commons del tipo BY-NC-SA
(Esta licencia permite modificar, ampliar, distribuir y usar
sin restriccién siempre que no se use para fines comerciales,
que el resultado tenga la misma licencia y que se nombre

a los autores)

La edicién de este documento se ha realizado con el software HTEX
(http://www.latex-project.org/), usando Texstudio

(www.texstudio.org/) como editor.



Contenidos

1 Artefactos

2 Hematoxilina

3 Tabla de colorantes

4 Desenmascaramiento de antigenos

5 Aclarado de tejidos

6 Estereologia

15

21

23



1 Artefactos

Un artefacto se define como cualquier alteracién inde-
seada introducida en una muestra de tejido debido a
las técnicas de procesamiento que se realizan para su
observacién. Pueden ser espacios sin tejido, roturas,
pliegues, colores anormales, precipitados, burbujas de
aire, etcétera. En algunas ocasiones son inevitables,
pero en la mayoria de los casos son consecuencia de
un mal procesamiento histoldgico. Reconocer estas al-
teraciones es esencial para una buena interpretacion
y diagnosis de la muestra, especialmente si tratamos
con muestras patologicas.

Los artefactos se pueden introducir en cualquier
paso del proceso histolégico, desde la toma de la mues-
tra hasta el montaje para su observacién. Vamos
a describir los artefactos cronoldgicamente segin el
momento de la técnica histolégica donde pueden ser
introducidos: obtencién de la muestra, fijacion, in-
clusion, corte, tincién y montaje.

Obtencion de la muestra

Numerosos artefactos observados con el microsco-
pio son consecuencia de un proceso de necropsia,
es decir, ha transcurrido un tiempo excesivo entre
el cese del flujo sanguineo y la fijacién del tejido.
Por ejemplo, 3 minutos postmortem son suficientes
para producir expansiones de las vellosidades intesti-
nales. Ademads, se pierde nitidez en los limites de
las membranas y descamacién en epitelios, sobre todo
prismaticos o columnares. Por tanto, hay que procu-
rar que la fijacién siga inmediatamente a la extraccion
del tejido, y que el tamano de la pieza no sea muy
grande. En el caso de muestras grandes o animales
pequenos, es recomendable la fijacién por perfusion.
A nivel celular, los nicleos parecen haber perdido cro-
matina y tienen un halo azul. Algunos nicleos apare-
cen picndticos, consecuencia del comienzo de la au-
tolisis. También hay retracciones, espacios vacios y
disrupciéon del citoplasma. El retraso en la fijacion
puede ser porque el tejido no ha entrado en contacto
con el fijador, por ejemplo en piezas grandes (un truco
es abrir los 6rganos huecos como el ttero, o el diges-
tivo). También que el volumen de fijador respecto a la
muestra no sea mayor de 1:20. La solucién es fijar lo
antes posible, hacer piezas pequenias y abrir érganos
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huecos. Los pulmones se pueden fijar por perfusién
por gravedad. También ayuda a incrementar la ve-
locidad de fijacién la agitacién de las muestras.

Durante la obtencién de las muestras de tejidos es
recomendable evitar deformarla y/o perforarlas du-
rante su manipulacion, puesto que estas alteraciones
no pueden ser corregidas durante la fijacién (Figura
1). En la extraccién de biopsias hay que tener en
cuenta a qué tratamiento se ha sometido previa-
mente a la muestra. Asi, podemos encontrar restos
de sutura, colorantes que han delimitado la regién,
polvos de talco de los guantes, demasiado anestésico,
métodos de obtencion que emplean calor, etcétera.
Todo ello puede introducir alteraciones que tendran
que ser tenidas en cuenta.

Figura 1. Danos provocados durante el proceso de ex-
traccién en la piel.

En algunos casos hay que tener en cuenta la difer-
ente dureza entre partes de la muestra que se quiere
obtener. Se pueden producir roturas o espacios sin
tejido entre las partes duras y las blandas durante la
extraccion. Por ejemplo, en las muestras de retina la
dureza de la esclerédtica facilita que se desprendan los
segmentos externos de los fotorreceptores del epite-
lio pigmentario (algo similar a lo que se produce en
los desprendimientos de retina), creando un espacio
artefactual.

Fijacion

Durante la fijacién se pueden producir diversas
alteraciones del tejido consecuencia de una mala
eleccion del fijador, de la formacién de pigmentos de
hemateina o de formalina acida, de la adherencia de
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las muestras al recipiente de fijacién, de una canti-
dad de fijador o tiempo de fijacién inadecuados, mues-
tras muy grandes, etcétera. En un tejido bien fijado
los nicleos deben presentar una variedad de patrones
de tincién que se corresponden con la distribucion
de la heterocromatina, no debe haber espacios entre
células, el citoplasma se debe tenir bien con la eosina,
no debe haber retracciones celulares.

En la fijacién por inmersion se recomiendan piezas
no superiores a 6 mm, siendo el volumen de fijador
unas 20 veces el volumen de la muestra. En histopa-
tologia, el fijador usado normalmente es la formalina
al 10%. La fijacién por inmersién debe durar al menos
de 8 a 12 h, aunque se sugiere de 48 a 1 semana de
fijacién. Una fijacion muy prolongada dificulta la ob-
tencién de secciones por endurecimiento del tejido,
pero ademas puede producir retracciones del mismo.
Es recomendable usar el fijador en soluciones amor-
tiguadoras de pH e iso-osméticas para evitar posibles
retracciones o expansiones del tejido producidas por el
uso de soluciones hiperténicas o hipotdnicas, respec-
tivamente. Un tiempo de fijacién excesivo no sélo al-
tera la consistencia del tejido sino también sus carac-
teristicas bioquimicas y reactivas, siendo posible por
tanto los falsos positivos y/o negativos. Se puede pro-
ducir contaminacién con herrumbre cuando el frasco
usado para la fijacién tiene componentes metalicos,
como puede suceder con la tapa del frasco. Si la fi-
jacién es incompleta aparecen los ntcleos difumina-
dos, los componentes de los tejidos se pueden separar
facilmente de la seccién durante el estiramiento en
el bano de agua, la morfologia tisular no se mantiene.
Una fijacién incompleta puede deberse a que las mues-
tras estuvieron un tiempo insuficiente, volumen de fi-
jador insuficiente (por encima de 1/20), mala pene-
tracién (3 mm méximo de grosor), solucién de formol
agotada (se podria cambiar la solucién de fijador du-
rante el proceso de fijacién).

Por otro lado, la eleccion del fijador ha de con-
siderar el medio de inclusién, el método de corte
y la técnica de tincion. Por ejemplo, hay fijadores
que no son apropiados para inclusiones en parafina,
como es una elevada concentracién de glutaraldehido,
tetréxido de osmio, acroleina y otros. Sin embargo,
estos mismos fijadores si son apropiados para inclu-
siones en resinas.
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Deshidratacién-Inclusion

Si tras la fijacion se ha de retallar la muestra para
su inclusién hay que evitar que queden restos de tejido
no deseado en la muestra a incluir. Las muestras con
partes que pueden desprenderse han de procesarse por
separado para evitar que un bloque contenga tejidos
de muestras diferentes.

La inclusién en parafina siempre tiene un paso pre-
vio de deshidratacién, puesto que la parafina no es
hidrosoluble. Esto paso implica sustituir el agua de
la muestra por alcohol, éste por la sustancia aclarante
(normalmente xileno) y ésta ultima por la parafina.
Si el agua permanece en el tejido, la parafina no pen-
etrard y la inclusién serd defectuosa (Figura 2). Los
alcoholes pierden gradacién por la incorporacion de
agua de la atmésfera y de las propias muestras. Por
ello, siempre que sea posible, se han de usar alcoholes
recién preparados o con pocos usos. En caso de encon-
trarnos defectos que supongamos consecuencia de una
mala deshidratacion, las muestras pueden volver a la
estufa para licuar la parafina, aclarante, e hidratarse
de nuevo, y asi hacer una nueva inclusion.

Si la deshidrataciéon no es adecuada pueden for-
marse cristales del fijador que permanecen en el tejido.
Ademss, la presencia de restos de agua en la mues-
tra acarrea problemas de corte, provoca a una mala
tincién de esa zona y resulta en una mayor opacidad
del tejido. Pero si la deshidratacion es excesiva en el
tiempo, los tejidos se pueden volver fragiles y duros, lo
que puede interferir con el proceso de corte y con los
colorantes. Problemas por exceso de deshidratacion:
aparecen las secciones como persianas causadas por
la cuchilla en el borde de la muestra y roturas en las
células tipo persiana.

Es muy importante que las muestras no se sequen
durante la deshidrataciéon, especialmente en el paso de
la sustancia de aclarado. De lo contrario, se pueden
crear y retener burbujas de aire en la muestra que
luego apareceran como zonas comprimidas de tejido
rodeando a espacios vacios. Si el tiempo en el liquido
aclarante ha sido largo, se producen retracciones del
tejido.

Si la inclusién en parafina no fue buena, las sec-
ciones se estiraran muy rapidamente cuando se colo-
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can en el bano con agua caliente, lo que puede provo-
car que las estructuras tisulares se separen unas de
otras, como ocurre con epitelios, cartilagos, etcétera.
También pueden aparecer grietas. La mala infil-
tracién de la parafina puede estar causada por una
mala fijacién, deshidratacién, aclarado o tiempo in-
suficiente en la propia infiltracion.
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Figura 2. Imédgenes de retina. A) Una deficiente deshidrat-
acién provoca densidades diferentes que al cortar provoca
la separacion de los tejidos con diferente consistencia.
B) La inclusién fue adecuada y los tejidos permanecen
guardando su organizacion inicial.

Trazas de los liquidos de deshidratacion y aclarado
en la muestra incluida pueden llevar a secciones con
arrugas, que no se estirardan durante el estiramiento
con calor, ni cuando se monten en el portaobjetos.
Ademdés, esta porcién del tejido se tenird maés intensa-
mente puesto que los colorantes tienen acceso al tejido
por las dos superficies, y pueden quedar retenidos en
el pliegue.

Si el medio de inclusién es mas duro que la muestra
se producen arrugas y grietas. Hay que tener espe-
cial cuidado cuando se manipulan las muestras con
pinzas calientes durante el proceso de inclusién, estos
instrumentos no deben estar sobrecalentados.
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Corte

Una mala sujecién de la cuchilla o de cualquier otra
pieza del microtomo puede llevar a secciones con difer-
ente grosor en diferentes partes de la muestra, o in-
cluso a la pérdida de la muestra. También cuando el
angulo de inclinacién de la cuchilla no es adecuado o
la cuchilla no esta bien afilada. El angulo de incli-
nacién posible de la cuchilla en los microtomos mod-
ernos puede oscilar entre 10 y 15 grados. Si el angulo
es muy agudo la cuchilla comprime el tejido, normal-
mente donde el tejido es mas blando. Igual com-
presion y arrastre del tejido ocurre en cuchillas mal
afiladas.

Cuando se selecciona un grosor de corte muy del-
gado las secciones pueden salir arrugadas y a veces
no es posible estirarlas en el agua. Se pueden pro-
ducir secciones incompletas por una mala inclusién
o porque se ha elegido un grosor de corte muy del-
gado. Si la cuchilla estd mellada se producen roturas
estriadas en las secciones (Figura 3). Conviene que la
muestra esté completamente rodeada por medio de in-
clusién para que la cuchilla no “ataque” directamente
a la muestra, lo cual podria deformarla o danarla.
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Figura 3. Estrias producidas en el corte por una cuchilla
mellada.
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Estiramiento de los cortes

El agua que se emplea para estirar los cortes
debe ser destilada, para que al evaporarse no queden
cristales, y limpia para que no haya restos extranos.
Ademaés, durante el secado de los cortes, deben pro-
tegerse del polvo y particulas.

Cuando la temperatura del agua es muy alta o muy
baja pueden generarse grietas en las secciones. Si
estd muy alta se producen expansiones del tejido y
pueden aparecer nicleos picnéticos y burbujas nucle-
ares. También hay que tener en cuenta la distribucion
de las secciones para evitar que se solapen o se ar-
ruguen por falta de espacio durante el estiramiento
(Figura 4).

Figura 4. Zona muscular de delfin cercana al pancreas.
Pliegues del tejido muscular, que se observan a ambos la-
dos de una arteria, formados por no extender los cortes de
manera correcta.

Los portaobjetos tienen que estar completamente
limpios y sin restos de ningtn tipo. Si los portaob-
jetos se han cubierto con el adherente en el propio
laboratorio (son muy comunes los portaobjetos recu-
biertos con gelatina y alumbre de cromo y potasio), se
ha de tener especial cuidado en que no se produzcan
grumos de la solucién sobre el portaobjetos cuando se
estd secando en la estufa. Ademads, la solucién debe
ser transparente y, una vez sumergidos los portaob-
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jetos, deben escurrirse muy bien. Por otra parte, si
la calidad del adherente usado no es buena, los cortes
podrian desprenderse total o parcialmente del por-
taobjetos durante el procesado posterior.

Tincion

La eliminacién de la parafina debe ser completa
antes de la tincién porque los restos de parafina pro-
ducen mala penetraciéon de los colorantes, alterando
la calidad de la tincién.

Las soluciones de colorantes han de estar limpias
de microorganismos y filtradas para evitar artefactos
como cristales o precipitados de colorante (Figura 5).
Es una buena practica filtrar la solucién del colorante
antes de su uso.

Cuando se tinien las muestras anadiendo gotas de
colorante sobre las secciones, no sumergiendo el por-
taobjetos en la solucién, hay que procurar que todo
el corte quede cubierto y que no se seque la solucion
durante el tiempo de tincién para que la coloracién
sea homogénea y asi evitar precipitados de colorante
por evaporacién local.

Los artefactos mas frecuentes producidos durante la
tincion suelen deberse a un aclarado incompleto del
colorante y a la precipitacién de cristales de colorante
en el tejido. En algunos casos es necesario adaptar
el tiempo de tincién a las caracteristicas de la mues-
tra (grosor, dureza, etc.), para que el tejido se tina
adecuadamente.

Montaje

Una vez tenidas las secciones, la deshidratacion ha
de ser completa para evitar la aparicién de gotitas
de agua en el medio de montaje (Figura 6). Si esto
ocurre, se puede solucionar sumergiendo otra vez las
secciones en el aclarante, alcohol absoluto y en alco-
holes de gradacién decreciente, hasta su hidratacion,
y repitiendo la deshidratacién en mejores condiciones
(soluciones nuevas, alargar tiempos, etc.). Sin em-
bargo, en algunos casos el tiempo en alcohol deter-
mina el grado de tincién, por los que habria que volver
a pasar de nuevo por las soluciones de colorantes.

El cubreobjetos tiene que estar limpio y hay que
manipularlo cogiéndolo por los bordes. Ademads, no
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Figura 5. Tejido cartilaginoso con precipitados de eosina.
Esto se debe a no haber filtrado el colorante.

deben quedar burbujas de aire durante el montaje y
hay que tener cuidado con la cantidad de medio de
montaje a utilizar: si es poco podria no cubrir toda
la seccién cuando se evapore el aclarante. Si se anade
un exceso de medio de montaje se generara una capa
tan gruesa que no se podran utilizar objetivos de gran
aumento, como el de 100x. Estos objetivos tienen una
distancia focal muy corta, es decir, las lentes de estos
objetivos deben estar muy préximas a la muestra para
poder enfocarla. y el aumento del espesor normal del
medio de montaje se lo impedird. Del mismo modo,
debe usarse un medio de montaje lo mas parecido a
cémo se obtuvo de la casa comercial puesto que con
el tiempo los medios de montaje suelen perder el dis-
olvente y se vuelven mas viscosos. Esto hace que sea
mas dificil conseguir una capa delgada y por tanto
estamos en el mismo problema mencionado anterior-
mente.

El corte no se debe secar una vez que sale del
aclarante y antes de anadir el medio de montaje
puesto que se pueden generar burbujas (Figura 7).
Si, tanto el portaobjetos como el cubreobjetos, se en-
sucian por sus caras exteriores durante este proceso
por un exceso de medio de montaje (lo cual dificul-
tarfa la visualizacién de la muestra en el microsco-
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pio), éste se puede eliminar lavando cuidadosamente
la preparacién con aclarante o limpidndolo con una
cuchilla afilada.

Figura 6. Este artefacto se observa cuando se realiza una
mala deshidratacion del corte ya tenido. El agua acumu-
lada impide la entrada del medio de montaje.

Figura 7. Durante el proceso de montaje final pueden
quedar burbujas de aire entre el tejido y el cubre-objetos.



Consejo general

Antes de realizar cualquier técnica histologica se
deben hacer pruebas con diferentes tiempos de fi-
jacion, deshidratacion, inclusion y tincién. Aunque
hay establecidos unos tiempos estandar para cada uno
de estos procesos hay que considerarlos orientativos
porque cada tejido reacciona de diferente manera ante
los distintos procedimientos histologicos.
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2 Hematoxilina

La hematoxilina es un colorante natural que se obtiene
de la madera del arbol Haematozylum campechianum.
El nombre deriva del griego: haimatos: sangre y xy-
lon: madera. La hematoxilina que se compra proviene
directamente de estos arboles que son originarios de
América Central y del Sur. Aunque se ha conseguido
sintetizar en el laboratorio, su produccién sigue siendo
natural. Para su obtencion se astilla la madera y se
hierve. Se obtiene una solucién rojiza que luego se
vuelve amarilla, y posteriormente negruzca cuando se
vuelve a enfriar. El agua se evapora dejando la hema-
toxilina cruda con una pureza que puede llegar al 10
%. Es necesario purificar posteriormente con éter, se-
car y volver a cristalizar en ambiente acuoso.

Como colorante fue introducido independiente-
mente por Bohmer (1865), quien la usé con el anadido
de un mordiente, y Fischer (1875). Wossowzky (1876)
introdujo la mezcla hematoxilina y eosina en un
mismo protocolo de tincién.

El colorante no es realmente la hematoxilina sino la
hemateina, la cual se consigue durante la preparaciéon
del colorante mediante la oxidacién quimica de
la hematoxilina (Figura 8), aunque también se
puede obtener por oxidacién del oxigeno atmosférico
dejandola madurar durante 6 a 8 semanas. El yodato
sodico es el agente oxidante mas cominmente usado
(0.2 g oxidarén a 1 g de hematoxilina). Otros son la
iodina, el perdxido de hidrégeno, éxido de mercurio
o el permanganato potasico. Esta oxidacion contin-
uard por la accién atmosférica y si el colorante es muy
viejo se puede producir una sobreoxidacién que resul-
tard en malas tinciones. Esta tasa de oxidacion ele-
vada se puede reducir anadiendo glicerol o un alcohol
a la solucion. Durante la preparacion habitual del col-
orante se anade la mitad del oxidante necesario para
oxidar toda la hematoxilina de la solucién, por lo que
con el tiempo se ird produciendo mas hemateina sin
riesgo de sobreoxidacién, y el colorante se podra usar
durante mucho tiempo. La hemateina no se vende
directamente en soluciones de heamateina porque es
muy inestable.

Tras anadir yodato sédico, el oxidante mas em-
pleado, se puede hervir y acelerar la oxidacién, tanto
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que se pueden usar en cuanto se enfrie a solucién. La
ebullicién no es necesaria puesto que se puede con-
seguir el mismo resultado a temperatura ambiente du-
rante unos pocos dias.

La hemateina en solucién tiene un color rojo a pH
menor que 1, amarilla a un pH entre 1 y 5, y vi-
oleta a un pH por encima de 6. La hemateina no
tine por si sola, sino que necesita iones metélicos car-
gados negativamente, y que actiian como mordiente.
Normalmente estas sales son de aluminio (como el
alumbre de amonio o de potasio) o de hierro (cloruro
férrico o alumbre de hierro). Las soluciones que con-
tienen alumnio y hemateina se llama hemalumbre.
Otros mordientes menos frecuentes son el alumbre de
cromo, y sOlo en casos especiales se anade iones de
plomo, cobre, zirconio, acido fosfotungstico o acido
fosfomolibdico. La cantidad de iones ha de ser mayor
que la de hemateina y debe ser una solucién acidi-
ficada. La hematoxilina con mordiente de aluminio
se usa para resalta nicleos, los mordientes de hierro
permiten tenir nicleos en ambientes acidos y para re-
saltar las estrias musculares. Con acido fosfotingstico
se usa para destacar las estrias musculares, fibrina y
fibras gliales. El color de la tincién con hematoxilina
se puede cambiar mediante su combinacién con los
mordientes. Asi, cuando se mezcla con alumbre de
aluminio se consigue un color azul, el alumbre de hi-
erro da un color negro y las sales de estafio dan un
color rojo. Las soluciones de hematoxilina de hierro
no necesitan la adicién de agentes oxidantes puesto
que las sales de hierro funcionan tanto como mordi-
ente como agente oxidante.

La tincién con hematoxilina puede ser progresiva o
regresiva. Se prefiere normalmente una tincién pro-
gresiva, pero si se ha sobretenido se puede corregir con
alcohol de 70° 0 959, con un poco de écido cloridrico.
También se puede usar una solucién acuosa acidifi-
cada, pero el proceso es mas lento. La sobretincién se
puede prevenir anadiendo a la solucion de colorante
mé&s aluminio o acidificindola més. El hemalumbre
cambia de color marrén a azul a pH 6, esa es la razén
por la que las secciones se ponen en agua del grifo tras
el paso por la solucién de tincion.

La hemateina-hierro da un color mucho mas os-
curo. En la hematoxilina de Heidenhain la hemateina
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Figura 8. Conversién de hematoxilina en hemateina

y el hierro se aplican secuencialmente obteniendo
una gran variedad de estructuras tenidas por difer-
enciacion. Esta hematoxilina es recomendada cuando
se aplican soluciones acidas posteriores puesto que la
tincién del ntcleo es muy fuerte. Ademés, es una
tincién progresiva.
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3 Tabla de colorantes

Los colorantes son sustancias que se emplean para dar
color a las estructuras que componen los tejidos an-
imales y vegetales, es decir, para tenir las células, y
sus compartimentos, y la matriz extracelular. Hay
un nuimero muy elevado de colorantes que se emplean
en los laboratorios de histologia con usos diversos, lo
que depende de lo que queramos observar en nues-
tra preparacion. Los colorantes se eligen en funcion
de su color, forma y peso molecular, solubilidad y su
capacidad para reaccionar con moléculas del tejido.

Los colorantes pueden ser previsibles en cuanto a
qué estructuras van a tenir y con qué color lo van a
hacer si consideramos su naturaleza quimica. Asi, si
tenemos en cuenta su carga eléctrica, que se puede
deducir de su estructura molecular, podemos clasifi-
carlos en catidénicos o basicos que teniran el nicleo
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(el 4cido desoxirribonucleico) y carbohidratos dcidos,
aniénicos o acidos que teniran el citoplasma y matriz
extracelular. Mientras que los colorantes no carga-
dos pueden ser reactivos que tifien una gran variedad
de estructuras, los liposolubles que tinen depdsitos
lipidicos y los mordientes que tinen principalmente
mielina y nicleos. El tamano de la molécula y su
capacidad para formar agregados es a veces impor-
tante por la diferente capacidad de penetracion en el
tejido. Por ejemplo, se pueden usar dos colorantes
aniénicos con diferente tamano para tenir estructuras
diferentes.

Bibliografia
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Tabla de colorantes (modificado de Kiernann 2009).
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4 Desenmascaramiento de antigenos

Este un resumen del trabajo fin de grado de Clara
Leboreiro Babé, defendido en 2017 en la Universidad
de Vigo.

Numerosas enfermedades son detectadas y evalu-
adas mediante técnicas inmunohistoquimicas. La cal-
idad de los resultados de estas pruebas es a menudo
esencial para tomar una decisiéon sobre el tratamiento
o el estadio en el que se encuentra dicha enfermedad.
Una de las precauciones a la hora de emplear técnicas
inmunohistoquimicas es tener en cuenta la posible al-
teracién de los antigenos debido a la fijacion y proce-
samiento de los tejidos.

En la mayoria de los laboratorios de patologia
clinica se procesan los tejidos mediante la fijacion
en formol y posterior inclusién de los mismos en
parafina.  Este fijador es una disoluciéon acuosa
de formaldehido, normalmente a una concentracion
del 4 %. Se ha demostrado que el formaldehido
provoca numerosas y complejas reacciones entre las
proteinas del tejido, principalmente enlaces cruzados
entre dichas proteinas (Figura 15). La fijacién exce-
siva en paraformaldehido dafia muchos antigenos. El
fijador crea enlaces entre proteinas que cambian la
organizacién tridimensional por lo que puede ocurrir
que los epitopos, zonas de unién del anticuerpo, que-
den ocultos o enmascarados. Normalmente se consid-
era que un tejido esté sobrefijado cuando se mantiene
en fijador mas de 24 horas. En soluciones acuosas el
formaldehido forma metileno hidratado que reacciona
con una gran cantidad de cadenas laterales de las
proteinas para formar grupos reactivos hidroximetilo,
los cuales se unen a otras proteinas presentes en el
tejido formando puentes de metileno. Las cadenas
laterales de las proteinas que presentan mayor reac-
tividad con este compuesto contienen los aminoécidos
cisteina, lisina, histidina y tirosina.

Las proteinas entre las que se producen los enlaces
cruzados incluyen algunas que actdan Las proteinas
entre las que se producen los enlaces cruzados in-
cluyen algunas que actian como antigenos y que se
emplean en la detecciéon de numerosas patologias me-
diante técnicas inmnunohistoquimicas. Estos enlaces
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impiden en ocasiones que el anticuerpo pueda recono-
cer a la proteina porque los sitios de unién o epitopos
quedan enmascarados. Como consecuencia se pueden
generar falsos negativos en los resultados, es decir, se
dan casos en los que el antigeno se encuentra en el
tejido y debido a este enmascaramiento antigénico no
se detecta inmunohistoquimicamente.

Ademéds de las modificaciones descritas, la for-
macién de complejos de calcio, la modificacién de
la conformacién de las proteinas y la variaciéon de
la carga electrostatica de las mismas se consid-
eran fendémenos causantes de enmascaramiento de
antigenos por efecto del formol. Se cree que las
modificaciones proteicas se producen en la cadena
aminoacidica, o estructura primaria de la proteina,
siendo menos relevante las alteraciones en las es-
tructuras secundarias y terciarias, aunque en oca-
siones también se pueden modificar estas tltimas al-
terandose de este modo los epitopos conformacionales.
La unién antigeno-anticuerpo depende sobre todo de
fuerzas electrostaticas y la fijacion con formaldehido
modifica también la carga electroestatica superficial
del antigeno completo y del epitopo especifico a de-
tectar, impidiendo la interacciéon antigeno-anticuerpo.

Los enlaces cruzados formados por el formaldehido
son estables a ciertos niveles de pH, temperatura y
segun el medio en el que se encuentre el tejido. Sin
embargo, tienen la particularidad de ser reversibles y
si estos factores son modificados se podrian romper
dichos enlaces y los epitopos de interés quedarian ex-
puestos. El proceso por el que se consigue desenmas-
carar los epitopos para ser reconocidos por anticuer-
pos se conoce como recuperacion de antigenos o re-
cuperacién antigénica. La recuperaciéon de antigenos
se podria llevar a cabo mediante la eliminacién de
barreras moleculares que impiden el reconocimiento
del antigeno por parte del anticuerpo; de este modo
la técnica de recuperacién antigénica revertiria la
mayoria de las modificaciones generadas por la fi-
jacién, restableciéndose una conformacién proteica
casi idéntica a la original, restaurando la carga elec-
trostatica de las proteinas y recuperando su in-
munoreactividad previa a la fijacién con formol.

La recuperacion antigénica ha mejorado la técnica
inmunohistoquimica para su uso en el diagndstico de
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Figura 15. Esquema de las reacciones del formaldehido durante su proceso de fijaciéon. A: Formacién de radicales de

hidroximetilo. B) Formacién de grupos imina (base de Schiff).

patologias. Se definen dos etapas en la historia del
empleo de la inmunohistoquimica en histologia, pre-
antigen-epitope retrieval y post-antigen-epitope re-
trieval, debido a la importancia que supuso su in-
troduccion en los laboratorios. El formol es el fi-
jador mas comun en la mayoria de los laboratorios de
anatomia patologica, asi como en los bancos de teji-
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C) Formacién de un puente de dimetilo entre dos proteinas.

dos, y en ambos casos es habitual realizar el proceso
de desenmascaramiento antigénico antes de emplear
inmunohistoquimica en los tejidos. Una ventaja adi-
cional que conlleva el uso de esta técnica es que con-
sigue un menor umbral de deteccién del antigeno, per-
mitiendo emplear diluciones mayores de anticuerpo;
esto, ademas de suponer una ventaja econdémica, re-
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duce el ruido de fondo y se aumenta la senal del mar-
caje. Los tejidos que se encuentran en los denom-
inados bancos de tejidos han adquirido un enorme
valor gracias al uso de esta técnica, ya que se posi-
bilita que tejidos fijados décadas atras y en diferentes
laboratorios se empleen para investigaciones clinicas.
Ademas, es posible la combinacién de la técnica de re-
cuperacién de antigenos junto con la protedmica para
la bisqueda y uso de biomarcadores en medicina per-
sonalizada.

Debido a que la formacién de puentes cruzados por
el formol depende en gran medida de la estructura pri-
maria de las proteinas, la recuperacién antigénica va
a estar determinada por la secuencia de aminodcidos
de cada antigeno. Se ha demostrado que determi-
nados antigenos necesitan de unas condiciones es-
pecificas para su recuperacién. Algunos antigenos
precisan ser recuperados para poder detectarse en
una tincién inmunohistoquimica, mientras que para
otros antigenos la técnica de recuperaciéon antigénica
no es esencial para su deteccion pero su aplicacion
aumenta la senal de marcaje. En algunos casos la re-
cuperacién antigénica ha dado lugar a falsos positivos,
pero también a falsos negativos, por lo que el correcto
ajuste de las condiciones de recuperacién es de vi-
tal importancia. Esto significa que una aproximacion
incorrecta a la técnica de recuperacion de antigenos
puede no mejorar la senal de marcaje, e incluso dis-
minuir la misma. Por tanto, es recomendable elaborar
un protocolo de recuperacién de antigenos particular
para el antigeno en el que se esté interesado.

1. Métodos de recuperacién

El origen de la técnica de recuperacién de antigenos
consistié en hervir secciones de tejido en agua. Pos-
teriormente se comenzaron a emplear tampones en
sustitucion del agua con el fin de mantener la con-
formacién de las proteinas. A dia de hoy, hay una
gran diversidad en cuanto a métodos de recuperacion
antigénica que combinan el uso de diversas fuentes
de calor, tampones y actividad enzimatica. El desen-
mascaramiento por calor es el método mas usado. La
actividad enzimaética se emplea como un método alter-
nativo cuando hay que desenmascarar antigenos que
puedan perder antigenicidad si son expuestos al calor,
como las citoqueratinas. Las proteasas mas usadas
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son tripsina, proteinasa K, pepsina, pronasa, ficina, y
otras.

Los métodos de recuperacién de antigenos se divi-
den segin se aplique calor, en cuyo caso se emplean
las siglas HIER (Heat-Induced FEpitope Retrieval), o
si se basa en el uso de enzimas proteoliticas, conocido
como PIER (Proteolytic-Induced Epitope Retrieval).

M¢étodo por calor

El método HIER es el mas comun, con variaciones
en cuanto a las fuentes de calor utilizadas. HIER
ha revolucionado la imunocitoquimica en los labo-
ratorios de patologia porque ha permitido detectar
un numero asombroso de antigenos que antes no se
podian estudiar. Tedricamente el calor rompe los en-
laces credos por el formaldehido, aunque todavia no
estd claro como funciona. La mayoria de los inves-
tigadores utilizan el microondas o un recuperador de
antigenos de funcionamiento similar a un autoclave.
Como alternativa, se puede emplear un bano caliente
o una estufa. Cada fuente de calor presenta una se-
rie de ventajas y desventajas (Tabla 1). Es curiosos
que las fijaciones por alcohol, que en teoria no van
a formar enlaces, también parecen beneficiarse por el
desenmascaramiento por calor.

El aparato méas usado para desenmascarar
antigenos por calor son los autoclaves o las ollas a
presiéon. En estos aparatos se pueden conseguir tem-
peraturas mayores a los 100 grados sin que ebulla el
liquido, y asi el tiempo de calentamiento es mas corto.
Un tiempo de unos 8 a 10 minutos a méxima temper-
atura (110-120 °C) suele ser éptima. Variaciones de
1 a 2 minutos, asi como el tiempo de enfriamiento,
pueden afectar a los resultados. Hay que tener en
cuenta que el uso de ollas a presién parece aumentar
la reactividad de la biotina enddgena. Esto puede
dar lugar a falsos positivos. Por ejemplo, la piruvato
carboxilasa de las mitocondrias tiene 4 moléculas de
biotina, luego artefactos se pueden dar en células
metabdlicamente activas. Por eso es importante
siempre hacer un control negativo quitando el primer
anticuerpo. Parece que las soluciones urea potencian
estos artefactos, mientras que son menos evidentes
con el tampdn Tris.

El microondas es otro aparato que se emplea para
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Bafio caliente Microondas Olla a presidn
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Figura 16. Resumen de las caracteristicas mas importantes de las fuentes de calor comtinmente empleadas en el método

HIER.

producir calor puesto que es rapido y el calor se pro-
duce incluso dentro del tejido, util para muestras
grandes. El problema del uso de los microondas es que
cada aparato tiene su ”"personalidad” y estandarizar
resultados debe hacerse en cada laboratorio de forma
individual. Otro aspecto a tener en cuenta es que la
cantidad de volumen introducido afecta a la velocidad
de calentamiento por lo que es bueno colocar siempre
el mismo volumen, independientemente del ntimero
de muestras. Los microondas tienen la desventaja de
que puede producirse un calentamiento irregular y que
una base giratoria es imprescindible. Ademds, hay
que realizar un control visual para evitar ebulliciones
violentas del liquido, lo que lleva a que tengamos que
rellenar los medios de incubacion, con la consiguiente
alteraciéon del mantenimiento de la temperatura.

Los principales factores que afectan a la recu-
peracién de antigenos en el método HIER son la tem-
peratura y el pH de la solucién tampoén en la cual se
sumerge el tejido durante el proceso de recuperacion
antigénica. El efecto de la temperatura depende de
dos variables, la temperatura alcanzada y el tiempo
de exposicién al calor. A medida que aumenta la tem-
peratura alcanzada se debe disminuir el tiempo de ex-
posicién, y viceversa. Por otra parte, la composicion
del tampdén no parece tener tanta importancia como
su pH. Asi, determinados antigenos se recuperan con
mayor facilidad a pH béasicos mientras que otros pre-
cisan de pH 4cidos. El tampdn que se suele usar en pH
acidos es el tampdn citrato, mientras que a pH basicos
es mas comun el tampoén Tris. Ejemplos de soluciones
empleadas son: tampén citrato pH 6, EDTA 0.1 M pH
8, Tris 0,5 M pH 10, tampén cloridrico-glicina 0.05
M, 01 % de acido peryédico, varias concentraciones
de urea, soluciones de tiocianato de plomo, etcétera.
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Se ha estudiado el efecto que podria tener el cal-
cio en la recuperacién antigénica ya que su pres-
encia en los tejidos parece promover el enmas-
caramiento antigénico, mediante la formacién de com-
plejos moleculares en los que participa el calcio
endégeno durante el procesamiento del tejido. Para
tratar de solucionar este problema son numerosos los
estudios que emplean EDTA como componente de los
tampones en la recuperacién antigénica. El EDTA es
un compuesto que se emplea como quelante de calcio
con el fin de eliminar el calcio presente en el tejido.
Sin embargo, hay controversia respecto al papel que
podria tener este elemento pues algunos resultados
sugieren que el EDTA no afecta a la recuperacion
antigénica de determinados antigenos.

Meétodo por enzimas

En el método PIER las enzimas mas comunes son
la proteinasa K y la tripsina, las cuales degradan los
puentes metileno. La duraciéon de la aplicacion en-
zimatica debe ajustarse en funcién del tiempo de fi-
jacién al que ha estado sometido el tejido. Debido a
que un tiempo inadecuado de exposicién a la actividad
enzimatica puede danar el tejido no es un método em-
pleado en muchos laboratorios. Se ha sugerido la uti-
lizacién combinada de ambos métodos, PIER y HIER,
en aquellos casos en los que no se obtienen buenos
resultados empleando uno de estos dos métodos por
separado.

2. Evaluacion

La evaluacién de una tincién inmunohistoquimica
mediante métodos cuantitativos no esta muy exten-
dida a dia de hoy, pues todavia se siguen evaluando
las tinciones por observacion directa al microscopio,

Gl



es decir, cualitativamente. El andlisis de imagen per-
mite una evaluaciéon cuantitativa de una imagen dig-
ital. Depende de dos factores: los equipos para la
adquisicién de imagenes digitales y los programas de
andlisis de imagen. A continuacién se describen los
aspectos a tener en cuenta:

Adquisicién de imadgenes. Estas pueden ser
tomadas en escala de grises o en formato RGB. Se
deben tener en cuenta los efectos que compensan las
camaras digitales como la compensacion de color, ilu-
minacién, balance de blancos y 6ptica del microsco-
pio. Por tanto, las condiciones de captura de imagenes
han de ser exactamente iguales para todas las mues-
tras.

Tipo de sensor de la cadmara. FExisten dos tipos
de sensores, los CCD (Charge Coupled Device) y
los CMOS (Complementary Metal Ozide Semicon-
ductor). La tecnologia de los CCD es mds avan-
zada, se considera superior y mas adecuada para el
andlisis cientifico de imagen ya que los pixeles son mas
grandes. Ademads, los equipos con tecnologia CMOS
normalmente generan imagenes con mas ruido, espe-
cialmente cuando se trabaja con fluorescencia. For-
mato de imagen. Determinados formatos de imagen
comprimen las fotografias perdiendo calidad y, por
lo tanto, informacion. La calidad de la imagen de-
pende también de su resolucién. Por tanto, hay que
encontrar el balance entre el grado de compresién y
el tamano de la imagen.

Andlisis de imagen. Para analizar una imagen
digital tomada de un tejido procesado inmunohis-
toquimicamente se presupone que hay una relaciéon
directa entre la senal y la cantidad de antigeno, y que
por lo tanto una mayor intensidad de tincién corre-
sponde con una mayor concentracién antigénica. A
pesar de que el andlisis de imagen reduce el error a la
hora de evaluar una tincién inmunohistoquimica, es
necesario que las muestras a comparar sigan exacta-
mente el mismo protocolo antes de tomar la imagen
digital: recoleccion, fijacion, inclusion, tratamiento de
recuperacion de antigenos, e inmunotincion. De otra
manera se pueden obtener resultados erréneos.
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5 Aclarado de tejidos

En histologia y organografia es necesario observar es-
tructuras tisulares en su contexto para obtener una
informacién que es dificil de obtener a partir de sec-
ciones. Por ejemplo, la morfologia de una red capilar,
el patron de ramificacion de un axén de una neurona,
la organizacién de la nefronas en un rinén o la ex-
presién de un gen durante el desarrollo embrionario.
La observacion microscopica de muestras grandes se
enfrenta a varios problemas. La calidad de la obser-
vacion histolégica con microscopios 6pticos estéd lim-
itada en gran manera por la pobre penetracién de
la luz a través de los tejidos, lo que hace que éstos
sean en su mayoria opacos, o al menos translicidos.
Ademss, los tejidos estdn compuestos por diversas es-
tructuras y moléculas que tienen diferente indice de
refraccién, es decir, que tienen propiedades dépticas
diferentes. Cuando la luz tiene que atravesar estruc-
turas con diferentes indices de refraccién se produce
dispersién de la luz. Por tultimo, en los tejidos hay
sustancias que absorben la luz como son los grupos
hemo, la melanina y otros pigmentos.

Hay dos maneras de reducir los problemas de
absorciéon y dispersién de la luz por las muestras
bioldgicas, sobre todo cuando queremos estudiar de-
talles a nivel celular: hacer secciones histologicas de
poco grosor o cambiar las propiedades épticas de los
tejidos mediante su aclarado.

Las secciones histolégicas proporcionan una infor-
macién bidimensional de una estructura que es tridi-
mensional. Hay una regla en histologia que nos dice
que cuanto a mas aumentos queremos observar una
preparacién, més delgada ha de ser la secciéon. La
nitidez aumenta en las secciones delgadas porque la
luz ha de atravesar menor cantidad de tejido. Asi,
hay aparatos para hacer cortes gruesos (;30-50 pm),
cortes finos (2 - 10 pym) y semifinos (j1 pm). Actual-
mente existen las técnicas y programas informéticos
que son capaces de reconstruir estructuras tridimen-
sionales a partir de secciones. Este proceso es tedioso
y consume mucho tiempo, pero se ha aplicado con
éxito en diversos estudios. Sin embargo, se necesita
de una infraestructura cara y compleja que impide su
adopcién por laboratorios no especializados. También
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se pueden observar muestras relativamente gruesas
con los microscopios multifotén, los cuales pueden
conseguir imagenes nitidas a cientos de micras de pro-
fundidad. Atn asi, a veces es necesario estudiar tridi-
mensionalmente muestras mas gruesas.

El aclarado de los tejidos es un procedimiento para
cambiar las propiedades 6pticas del tejido que nos per-
mite observar nitidamente estructuras en zonas pro-
fundas de muestras gruesas. Su principal efecto es
reducir la dispersion y la absorcién de la luz por el
tejido. En general el proceso consiste en eliminar
lipidos, pigmentos y otras sustancias que dificulten
el paso de la luz, y sustituir el agua por un medio con
un indice de refraccién homogéneo en toda la muestra,
de modo que haya menos dispersién luminosa. Con
técnicas de aclarado es posible observar estructuras
tisulares en muestras muy gruesas. Estas técnicas se
usan cuando se necesitan observar muestras de varios
mm o incluso cm de grosor.

El proceso general que ha de seguir el tejido es fi-
jacién, permeabilizacién, decoloracién de estructuras
pigmentadas, homogeneizar el indice de refraccion.
La fijacién es esencial y debe ser mas fuerte puesto
que el tejido sera sometido a un estrés quimico mayor.
Se pueden usar los fijadores paraformaldehido, glu-
taraldehido y derivados de la acrilamida. La per-
meabilizacidon es necesaria para que penetren en la
muestra las moléculas o sustancias con las que quer-
emos tratar la muestra, por ejemplo anticuerpos, y
también para que difundan aquellas sustancias que
homogeneizaran el indice de refraccién. Permeabi-
lizantes pueden ser solventes organicos, sustancias que
eliminan los lipidos o sustancias hiperhidratadas. La
decoloracién se lleva a cabo con sustancias especificas
segun nuestro tejido. La homogeneizacion del indice
de refraccién es el 1iltimo paso que conlleva el uso de
solventes aromaticos, reactivos hidrofilicos o de con-
traste.

De todas formas es inevitable que cualquier
tratamiento incluird modificaciones, como retrac-
ciones o expansiones del tejido. Es interesante elim-
inar todo aquello que no necesitemos de la mues-
tra para hacer la muestra lo m&as pequena posible.
Ademss, el aclarado debe eliminar la autofluorescen-
cia en el caso de que necesitemos estudiar senales flu-
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orescentes.

Los protocolos de aclarado se pueden dividir segun
las sustancias que empleen: solventes organicos,
hidro-gel y hidrofilicos. Dentro de estas categorias
hay una gran variedad de protocolos, cada uno con
sus ventajas e inconvenientes. Hay que seleccionar
aquel que mejor se adapte a las necesidades del ex-
perimento.

Solventes orgdnicos. Para usar esta técnica es
necesaria una buena fijacién, los aldehidos suelen ser
buenos fijadores. Con los solventes organicos se al-
canza una excelente transparencia. Una ventaja adi-
cional es que, tras la observacién, pueden ser elimina-
dos y realizar otros protocolos sobre las muestras. Sin
embargo, no hay protocolos de aclarado que sean uni-
versales y hay que adaptarlos para cada tipo de tejido.
Tienen también inconvenientes. Asi, pueden afectar a
propiedades moleculares tales como la antigenicidad,
eliminan la fluorescencia, y cambian la morfologia
celular etc. También pueden producir fuertes retrac-
ciones de los tejidos que afectan a la organizacion
tridimensional de la muestra. Ademas, las sustancias
usadas pueden danar los objetivos del microscopio si
no estan adaptados.

Hidrogeles. Se utilizan en protocolos que tratan de
evitar la pérdida de moléculas de los tejidos mediante
la unién de estas moléculas a estructuras mixtas de
gel y tejido. Estos geles suelen contener mondémeros
de acrilamida disueltos a 4°C. La solucién puede con-
tener glutaraldehido y formaldehido, se puede decol-
orar, polimerizar la acrilamida y eliminar los lipidos.
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Hidrofilicos. Son protocolos que usan sustancias
disueltas en agua. Estas técnicas se pueden dividir en
2 grupos, aquellas que siguen una simple inmersién, y
aquellas que requieren de eliminacién de lipidos y/o
una hidratacion. En las inmersiones simples las mues-
tras se sumergen en soluciones con un alto indice de
refraccién y se convierten en transparentes gradual-
mente. Sin embargo, los lipidos son la principal fuente
de refraccién de la luz, por lo que es interesante elim-
inarlos. Asi, los métodos que incluyen eliminacién de
lipidos dan mejores resultados del aclarado.

Existen otros métodos para estudiar muestras de
gran tamano, incluso organismos completos, como
son la tomografia computacional,
magnética, y la tomografia de emision de positrones.
Estas técnicas no son invasivas, incluso pueden hac-
erse con el individuo vivo, pero carecen de la res-
oluciéon suficiente para hacer estudios a nivel de
células individuales.

la resonancia
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6 Estereologia

En biologia, y en otras ciencias, es importante obtener
datos cuantitativos, y que esos datos sean fiables. Los
datos cuantitativos no sesgados son fundamentales
El sesgo es la alteracién de los valores
reales debido a la experimentacién: muestreo, proce-
samiento de muestras, deteccién, método de calculo,
etcétera. La estereologia es un conjunto de métodos
experimentales que permiten estimar el area, el vol-
umen, la superficie, la longitud y el nimero de ele-
mentos de estructuras bioldgicas tridimensionales me-
diante el estudio de secciones obtenidas de dichas
estructuras, y todo ello sin introducir ningtin sesgo
en los resultados. Por ejemplo, se puede estimar
el nimero de neuronas del cerebro o de una regién
del cerebro, el volumen de un tumor, la superfi-
cie de los conductos respiratorios, o la longitud de
la red capilar en un organo. Siguiendo el proced-
imiento estereoldgico se evita el sesgo en los resultados
numeéricos finales.

en ciencia.

La metodologia estereoldgica se basa en un diseno
a priori del procedimiento a emplear para realizar la
cuantificacién, sin hacer ninguna asuncién sobre las
caracteristicas del objeto sobre el que se realizard
dicha cuantificacion. Es decir, se puede aplicar a
cualquier objeto tridimensional sin necesidad de saber
cémo es con antelacién. De manera que el método es
independiente del tamano del objeto o de su forma. Si
el diseno del experimento es correcto se obtienen datos
no sesgados, lo que significa que no hay variaciones
en el resultado introducidas por el experimentador o
por el propio método. Es una metodologia eficiente,
y con poco esfuerzo de muestreo se consiguen datos
mas precisos. El proceso de muestreo de la estructura
es sistematico y aleatorio, es decir, todos los elemen-
tos de interés tendrdan la misma probabilidad de ser
contados.

Un concepto importante en estereologia son las
sondas ("probes”). Estas son plantillas con formas
geométricas virtuales que interaccionan con nuestros
elementos de interés presentes en las secciones. Cada
evento, o interaccién de una forma geométrica con
un elemento de interés, se transforma en un valor de
numero, longitud, drea o volumen.
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Volumen

Vamos a ver un ejemplo: estimacion del volumen
de un objeto.

Tradicionalmente el volumen de un objeto irregular
se ha estimado por inmersién en agua, y el volumen
de agua desplazado es el volumen del objeto. Sin
embargo, no sirve para objetos con cavidades inter-
nas o para objetos que estan dentro de otros obje-
tos. También se han estimado voliimenes por aprox-
imaciéon a una forma geométrica como una esfera,
una elipse, un cuadrado, etcétera. De nuevo, el valor
obtenido serd cierto dependiendo de lo que se parezca
el objeto a una forma geométrica determinada. Kl
método empleado en estereologia para estimar el vol-
umen de cualquier objeto, independientemente de su
forma y a partir de secciones obtenidas de dicho ob-
jeto, fue descrito por Cavallieri en 1635. Este método
consiste en la obtencién de secciones uniformes, par-
alelas, y aleatorias a lo largo del objeto. Se basa en la
idea de que cualquier objeto puede estar representado
por infinitas secciones consecutivas y no hay que hacer
ninguna asuncién previa, es decir, se puede aplicar a
cualquier objeto tridimensional independientemente
de su forma o de si tiene oquedades.

Supongamos que queremos estimar el volumen de
un érgano con superficie irregular como el que se
aparece en la figura 17, y que tiene dos oquedades
internas (no mostradas en la figura 17). Lo vamos
a hacer a partir de secciones de parafina de unas 10
micrémetros de grosor. Tenemos que tener en cuenta
que las técnicas usadas, por ejemplo, la inclusion en
parafina, pueden introducir retracciones en los tejidos
que disminuyan el volumen real del 6rgano. Esto es
muy importante a la hora de dar el resultado final
y tendremos que saber el grado de retraccion. Pero,
supongamos que en este caso no hay retraccién intro-
ducida por la técnica.

Lo primero que hay que hacer es conseguir un plano
de corte, la orientacién de nuestras secciones, sea al
azar, por lo que rotaremos nuestro objeto de forma
aleatoria antes de hacer el primer corte. Una vez es-
tablecida la orientacién del plano de corte podemos
establecer un eje imaginario perpendicular a nuestro
plano de corte y que atraviese al objeto completa-
mente (Figura 18). Dividimos la longitud del objeto
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Figura 17. Objeto al que se le estimara el volumen.

a lo largo de dicho eje en 8 segmentos de igual longitud
que vamos a llamar intervalos (T).

S ST Tiintervalo

L. Eje perpendicular
Tl al plano de corte

Figura 18. Eje de corte y establecimiento de los intervalos.

A continuacién, en el intervalo T1, elegimos un
namero al azar. Por ejemplo, si T1 mide 100
micrémetros, un numero aleatorio entre 1 y 100, y
cortamos con una cuchilla por ese punto perpendicu-
larmente al eje. Pero si hemos cortado completamente
el objeto en secciones de parafina pues elegimos una
de las secciones que componen el intervalo T1 al azar.
Por ejemplo, si T1 estd formado por 10 secciones de 10
micrémetros de grosor, nos puede salir como aleatoria,
entre la 1 y la 10, la seccién nimero 6 (Figura 19).
En T2, escogeriamos el plano de corte o la seccién
que estuviera a una distancia T de la escogida en T1.
Es decir a 100 micrémetros de distancia, o la secciéon
nimero 16, que esta a 10 secciones de distancia.

Por tanto, una vez elegida la primera seccién al azar
seleccionamos la segunda seccién que se encuentra a
una distancia T (en este caso 100 micrémetros), y
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.. Seccion elegida al azar
. en el intervalo 1

_ - - AT1 Tintervalo

T~ = =

TTH- Eje perpendicular
([l al plano de corte

Figura 19. Seleccién de una seccién al azar en el intervalo
T1.

luego una tercera que se encuentra a una distancia
2*T de la primera, y asi sucesivamente (Figuras 20 y
21).

\

separadas por
el intervalo T

Secciones seleccionadas \-/ 1

o

Figura 20. Secciones seleccionadas a partir de la primera
seleccién al azar en T1 (ver Figura 3) y separadas por el
intervalo T.

Una vez que tenemos nuestras secciones, con sus
perfiles respectivos (Figura 5), hay que calcular la su-
perficie de cada seccién. Para calcular una superficie
se puede usar el método de recuento de puntos. Este
método consiste en usar una rejilla virtual con pun-
tos, en la que cada punto lleva asociada la misma
area (Figura 22). Dicha rejilla se superpone rotada
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Figura 21. Perfiles de las secciones ya cortadas. Los espa-
cios blancos son huecos.

al azar sobre el perfil de cada seccién y se cuenta el
nimero de puntos que se solapan con la superficie de
la seccién. La densidad de la rejilla se adapta para
que se cuenten unos 100 a 200 puntos totales, es de-
cir, cuando se suman los puntos contados en todas las
secciones.

El area de una seccién seria el sumatorio de todos
los puntos (Xp) que se solapan con dicha seccién mul-
tiplicado por el drea asociada a cada punto (a(p)). En
el ejemplo de la figura 6 seria Area56:13p*a(p).

Para cualquier seccién: Ai=Yp*a(p)

Ai = &rea de la seccién i; ¥p = nimero de puntos
que se cuentan; a(p) = drea asociada a cada punto.

La estimacién del volumen de nuestro objeto que
hay entre las dos primeras secciones consecutivas (sec-
ciones 6 y 16) serfa el area de la seccién 6 multiplicada
por el intervalo T1.

V1=A6*T1

V1 = volumen entre la seccién 6 y 16; A6 = area
de la seccion 6; T1 = intervalo entre las secciones 6 y
16.
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Figura 22. Superposicién entre la plantilla virtual de pun-
tos (un punto es la interseccién de los dos brazos de cada
cruz. ) y la seccién 56 (Figura 5). La plantilla se ha gi-
rado al azar y se cuentan los puntos que se solapan con
nuestra estructura. Nétese que nuestro objeto esta hueco
y que dicho espacio vacio no se cuenta. Cada punto lleva
un area asociada que depende de nuestra plantilla, y que
debe ser un valor real en nuestra seccién. Asi que hay que
tener cuidado con las escalas, los objetivos usados y los
aumentos del microscopio.

El volumen total estimado de nuestro objeto o volu-
men de referencia (Vref) serfa la suma de los volimes
que hay entre cada par de secciones, multiplicado por
el intervalo T. Vref=A6*T1 + A16*T2 + A26*T3 +
... Como todos los intervalos son iguales:

Vref=X At*T

Vref = volumen de referencia o volumen estimado
de nuesto objeto; XAt = sumatorio de todas las dreas
de nuestras secciones; T = intervalo entre secciones.

En cuanto a las unidades, el area asociada a cada
punto se mide en micrometros cuadrados, el nimero
de puntos no tiene unidad y el intervalo T se mide en
micrémetros de distancia, por lo que al multiplicarlos
nos da micréometros cubicos, que seria la unidad de
volumen.
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