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1 Introduccion

En estas paginas dedicadas a las técnicas histolégicas
vamos a describir los procedimientos experimentales
necesarios para obtener secciones tenidas y listas para
observar al microscopio partiendo de tejidos vivos ex-
traidos de un animal o de una planta. Por tanto, dedi-
caremos espacios a la obtencion, fijacién, inclusion,
corte, tincion y observaciéon de los tejidos. Todos
estos apartados seguirdan el mismo esquema que los
capitulos dedicados a los tejidos o a la célula, partir
de un esquema bésico y ampliar la informacion sucesi-
vamente en paginas adicionales. No dedicaremos de-
masiado espacio a los instrumentos desde el punto de
vista operativo, pero si a la conveniencia de su uso y a
sus capacidades. Ademds, se incluye un apartado de
protocolos y recetas donde se incorporan los tiempos,
productos y manera de proceder para llevar a cabo las
tinciones mas comunes y cOmo preparar sus reactivos.
También se han anadido algunos videos explicativos

La mayoria de las técnicas histolégicas van encam-
inadas a preparar el tejido para su observacién con el
microscopio, bien sea éste 6ptico o electrénico. Ello
es debido a dos razones: a) que la composicion de los
tejidos, salvo contadas ocasiones, no tienen contraste
ni colores que permitan diferenciar sus estructuras de
una manera clara y b) que la mayorfa de las estruc-
turas tisulares y celulares no se pueden discriminar
a simple vista sino con la ayuda de los microscopios.
Por ello hay que procesar las muestras, primero para
que no se deterioren y después para resaltar sus es-
tructuras y poder estudiarlas en detalle.

Existen procedimientos rapidos y simples para la
observacién de tejidos y células vivas que reciben el
nombre de vitales. Los intravitales permiten la obser-
vacion dentro del cuerpo. Por ejemplo, la observacion
del flujo sanguineo en capilares del sistema circulato-
rio. Otra forma de observar células o tejidos vivos es
mediante las técnicas histoldgicas supravitales, en las
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que las células y los tejidos se mantienen o se hacen
crecer fuera del organismo, como es el caso de los
cultivos de células y de tejidos in vitro.

Las técnicas histoldgicas postvitales son aquellas en
las que las células mueren durante el proceso, pero las
caracteristicas morfolégicas y moleculares que posefan
en estado vivo se conservan lo mejor posible, lo que
depende del tipo de técnica empleada. Estas paginas
estaran dedicadas a este tipo de técnicas, puesto que
son las méas comunmente usadas en los laboratorios
de histologia.

El objetivo de toda técnica histolégica es observar y
estudiar la estructura general o detallada de los difer-
entes componentes tisulares. Estas caracteristicas ob-
servadas deberian ser iguales a las que poseian los
tejidos en su estado vivo. Aunque las técnicas his-
tologicas actuales estan disenadas para disminuir al
maximo las alteraciones de las caracteristicas de los
tejidos durante su aplicacién, todas las técnicas intro-
ducen modificaciones mas o menos importantes que
pueden afectar de manera diferencial a diferentes com-
ponentes tisulares. Estas alteraciones se llaman arte-
factos y tenemos que tenerlos en cuenta a la hora de
interpretar lo que observamos en el microscopio.

A lo largo de la historia de la ciencia se ha puesto
a punto una gran variedad de técnicas histoldgicas.
Algunas de ellas son generales y se utilizan para una
evaluacién global de las muestras, mientras que otras
son mas especificas y permiten la identificacién y es-
tudio de estructuras determinadas. Algo a tener en
cuenta es que la seleccion de la técnica y sus vari-
antes depende béasicamente del tejido que queramos
observar y de lo que queramos estudiar en él. Por
ejemplo, no es lo mismo estudiar un tejido animal que
uno vegetal, o trabajar con tejido éseo que con tejido
nervioso. En las siguientes paginas vamos a presentar
las técnicas méas generales usadas comunmente en los
laboratorios de histologia.



2 El proceso histolégico

Denominamos proceso histolégico a una serie de
métodos y técnicas utilizados para poder estudiar las
caracteristicas morfolégicas y moleculares de los teji-
dos. Hay diversos caminos para estudiar los tejidos,
es decir, diversas series de técnicas que se utilizardn
dependiendo de qué caracteristica deseemos observar.
En el siguiente esquema (Figura 1) se muestran los
métodos y técnicas cominmente empleados durante
el procesamiento de los tejidos para su observacion
con los microscopios éptico o electrénico. Sin em-
bargo, hay que tener en cuenta que existen muchas
variantes a estos ”caminos” y su eleccién dependera
del resultado final que queramos obtener.

El proceso histolégico comienza con la obtencién
del tejido objeto de estudio. En el caso de los tejidos
vegetales directamente se toman muestras de los dis-
tintos érganos que componen el cuerpo de la planta,
mientras que para los tejidos animales podemos op-
tar por dos opciones: coger una porcién del tejido
u érgano y procesarla o procesar primero el animal
completo y luego extraer la muestra que nos interese.
En cualquier caso las muestras son habitualmente fi-
jadas. Fijar un tejido es como hacer una fotografia
de dicho tejido, se lleva a cabo para mantener las es-
tructuras celulares y moleculares inalterables durante
el procesamiento posterior y con una organizacién lo
mas parecida posible a como se encontraban en la
muestra viva. La fijaciéon méas habitual se lleva a cabo
con unas soluciones liquidas denominadas fijadores.
También podemos fijar las moléculas de los tejidos
por congelacién réapida. La fijaciéon por congelacion
se emplea cuando la fijacién quimica o los procesos
histolégicos posteriores alteran las caracteristicas de
la muestra que queremos estudiar, por ejemplo una
molécula sensible a dichos tratamientos.

Tras tras la fijacién es habitual incluir el tejido
para posteriormente obtener secciones. Cuanto méas
delgada queramos que sea nuestra seccién mas ten-
emos que endurecer nuestra muestra. Esto se con-
sigue embebiendo el tejido con sustancias liquidas que
posteriormente polimerizaran (resinas) o se volveran
consistentes (ceras). También se puede conseguir el
mismo efecto mediante congelacion rapida. Cortes
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més gruesos de 40 pm se pueden cortar sin necesidad
de inclusién usando el vibratomo o microtomos de
congelacion. Los medios de inclusién no son normal-
mente hidrosolubles por lo que tendremos que susti-
tuir el agua de los tejidos por solventes organicos li-
posolubles y posteriormente sustituirlos por el medio
de inclusion.

Para el caso de algunas muestras es necesario hacer
un tratamiento previo a la fijaciéon. Por ejemplo, el
tejido éseo contiene minerales que dificultan su proce-
samiento. En este caso se suele someter a un proceso
de descalcificacion, tras el cual se prosigue con la in-
clusién de las muestras.

Tras la inclusién o la congelacion se procede a cor-
tar los tejidos, es decir, obtener secciones. Existen
diferentes aparatos de corte que permiten conseguir
secciones de distinto grosor: ultrafinas (del orden de
nm), semifinas (de 0.5 a 2 pm), finas (entre unas 3
y 10 pm) y gruesas (mayores a 10 pm). Habitual-
mente las secciones se procesan para poder obser-
varlas y estudiarlas, aunque ciertos tipos de micro-
scopia, por ejemplo con contraste de fase, permiten
observar secciones de tejidos sin procesar. Normal-
mente las secciones se tinen con colorantes que son
hidrosolubles, por lo que hay que eliminar el medio
de inclusién para que los colorantes pueden unirse al
tejido. Las secciones ultrafinas (observadas con el mi-
croscopio electrénico) o semifinas (observadas con el
microscopio éptico) se pueden contrastar con metales
pesados o con colorantes, respectivamente, sin necesi-
dad de eliminar el medio de inclusién. Las secciones
obtenidas a partir de muestras congeladas se puede
procesar u observar una vez llevadas a temperatura
ambiente.

Los tejidos procesados se observan con los micro-
scopios. Existen dos tipos bésicos de microscopios:
optico y electronico. Los primeros ofrecen una gran
versatilidad en cuanto a modos de observar los teji-
dos: campo claro, contraste de fase, polarizacion o
contraste de interferencia diferencial, mientras que
los segundos permiten un gran poder de resolucién,
pudiéndose observar caracteristicas ultraestructurales
como membranas celulares o incluso complejos molec-
ulares.

Como dijimos al comienzo existen miltiples varia-
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Figura 1: Esquema del proceso histolégico.

ciones sobre este esquema general de procesamiento
histolégico. Por ejemplo, se pueden observar tejidos
con el microscopio electrénico de barrido sin necesidad
de incluir ni cortar, pero solo observaremos superfi-
cies. Si queremos cuantificar nuestros resultados, por
ejemplo, ntimero de células de una estructura, ten-
dremos que hacer un muestreo sistematico y aleatorio
de la muestra, segiin los principios de la estereologia.
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Ello requerird unas condiciones previas para que cada
célula tenga la misma probabilidad de ser observada.
De igual modo, si queremos observar muestras grue-
sas o muy gruesas puede ser buena idea someter a
esas muestras a un proceso de aclarado antes de su
observacién. En las siguientes paginas veremos con
cierto detalle algunas de las técnicas mas empleadas
para la observacion de los tejidos.



3 Corte

Las caracteristicas tisulares y celulares finas se ob-
servan con los microscopios. Sin embargo, con estos
aparatos solo se pueden observar muestras de tejido
que tengan un grosor muy pequeno, ya que de no
ser asi hay problemas de difusiéon y penetracién de la
luz en el caso de los microscopios épticos y de pen-
etracién de los electrones en el caso del microscopio
electrénico de transmision. Por tanto tenemos que
hacer secciones de los tejidos que queremos estudiar,
las cuales pueden ir desde un grosor de decenas de
nanémetros (nm) hasta centenares de micrémetros
(pm). Algunos tejidos como los de las plantas, por
sus caracteristicas celulares, permiten su observacion
en secciones de cientos de pm de grosor. Otros tipos
de muestras, como la sangre o los cultivos celulares,
pueden observarse directamente puesto que las células
se extienden en una capa de una o unas pocas células
de grosor.

Como hemos mencionado en las paginas anteriores,
podemos decir que cuanto mas delgada queramos
hacer una seccion de tejido méas endurecido ha de es-
tar dicho tejido antes de seccionarlo. La dureza de
los tejidos depende de sus caracteristicas (por ejem-
plo, las paredes celulares hacen que las plantas tengan
tejidos duros), de la fijacién que hayamos realizado y
sobre todo del material en el que hayamos incluido
dicho tejido. Una manera mas directa de endurecer
el tejido es mediante la congelacion.

Los aparatos mecanicos para hacer secciones se de-
nominan microtomos. Existen diferentes tipos segin
el grosor que queramos conseguir en nuestras sec-
ciones, segun el medio de inclusién en el que se en-
cuentre el tejido y segin el proceso de endurecimiento
de la muestra: por congelacion o por inclusion.

Los microtomos maés usados son:

Microtomo para parafina (Figura 2). Se utiliza
principalmente para material incluido en parafina y
se obtienen secciones de 5 a 20 pm de grosor. Estas
secciones se observan con el microscopio 6ptico.

Microtomo manual (Figura 3). Es un dispositivo
muy sencillo que consta de un soporte para sujetar
la muestra. Los cortes se realizan a mano con una
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Figura 2: Microtomos de parafina. A) Microtomo de
rotacién moderno con corte automatizado. B) Microtomo
de rotacién antiguo totalmente mecanico. C) Microtomo
de deslizamiento.

cuchilla. Este microtomo se usa practicamente sélo
para tejidos vegetales, los cuales son duros gracias a
las paredes vegetales. Hace cortes gruesos, 100 pm o
més, observables con el microscopio 6ptico.

Figura 3: Microtomo manual.

Vibratomo (Figura 4). Corta material no incluido,
aunque si fijado o duro, en secciones que pueden ir
desde 30 hasta centenares de pm de grosor. Estas
secciones se observan con el microscopio 6ptico.

Figura 4: Vibratomo. La cubeta, de color negro, ha de
estar llena de tampén de trabajo durante el proceso de
corte de manera que la cuchilla y la muestra, de color rojo,
v las secciones que se obtienen estan sumergidos.

Microtomo de congelacion. Con €l se consiguen sec-
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ciones de 30 a unas 100 pm de grosor a partir de
material congelado y se observan con el microscopio
optico.

Criostato (Figura 5). Consigue secciones a partir
de material congelado y se obtienen grosores de 10 a
40 pm, para observar con el microscopio éptico.

Figura 5: Criostato. El compartimento de color violeta es
la camara enfriada a la temperatura seleccionada. En esta
camara se encuentra la muestra, la cuchilla y es donde se
recogen las secciones.
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Ultramicrotomo. Con él se corta material incluido
en resinas y se obtienen secciones habitualmente de
una pocas decenas de nm de grosor, pero también en-
tre 0,5 y 1 pm. Las secciones de 0,5 pm o mas se
observan con el microscopio éptico, mientras que las
de un grosor de decenas de nm van destinadas a ser
observadas con el microscopio electrénico de trans-
mision.

Ultracriotomo. Su uso no esta muy extendido pero
se suele emplear cuando se necesitan secciones del or-
den de nm de material que no se debe incluir. Estas
secciones van destinadas a su observacién con el mi-
croscopio electronico de transmisién.

Los aparatos de corte mas usados tradicionalmente
para estudiar las caracteristicas generales de los teji-
dos y de las células son el microtomo para material in-
cluido en parafina para observaciones con el microsco-
pio éptico y el ultramicrotomo para observaciones con
el microscopio electrénico de transmisién. El criostato
se usa también frecuentemente en microscopia optica
por el ahorro de tiempo que supone, por la preser-
vacién molecular, ya que no necesita incluir el tejido,
e incluso porque se puede cortar material no fijado.



4 Microtomos de parafina

Los microtomos para cortar material incluido en para-
fina son probablemente los mas usados en los labora-
torios de histologia. Todos poseen varias partes co-
munes: una cuchilla, un portamuestras y un sistema
mecanico que permite avanzar el bloque de parafina,
con la muestra dentro, sobre la cuchilla un intervalo
de distancia que se corresponde con el grosor de la
seccion que pretendemos obtener, y realizar el corte.

Hay dos tipos de microtomos para parafina: el
de rotacién y el de deslizamiento. El microtomo de
rotacién (Figura 6) provoca el corte gracias a la trans-
formacién de un movimiento de rotaciéon en otro de
ascenso y descenso del portamuestras que sostiene a
la muestra incluida en parafina. En el movimiento
de subida se produce un acercamiento del portamues-
tras hacia la cuchilla mayor o menor segtin el grosor
de corte seleccionado. En el portamuestras existe un
sistema mecanico que permite orientar la superficie
de corte de la muestra respecto a la cuchilla. En es-
tos microtomos la cuchilla se mantiene fija durante el
proceso de corte, pero puede regularse el angulo de
ataque, es decir, el dngulo de la hoja de la cuchilla
respecto a la superficie de la muestra. Con el micro-
tomo de deslizamiento (Figura 7) se obtienen cortes
mediante un movimiento de deslizamiento del bloque
sobre la cuchilla, o viceversa. En estos microtomos el
movimiento lo proporciona directamente la mano, que
es de ida y vuelta, siendo en la vuelta cuando se eleva
la posicién del bloque, o disminuye la de la cuchilla,
una distancia que nos dara el grosor del corte.

Tanto el microtomo de rotacién como el de desliza-
miento tienen ventajas e inconvenientes. La princi-
pal ventaja del de rotacion es su precision, la posi-
bilidad de obtener secciones seriadas con facilidad y
la automatizacién del proceso de corte mediante mo-
tores eléctricos. Los microtomos de deslizamiento son
mas sencillos mecdnicamente y su disposicién per-
mite cortar bloques mas grandes, o bloques de celoid-
ina, aunque este tipo de microtomos esta cayendo en
desuso.

Hay que llevar a cabo una serie de procesos sobre el
bloque de parafina antes de hacer el primer corte ttil a
nuestra muestra (Figura 8). En primer lugar hay que

Atlas de la Universidad de Vigo

Técnicas histologicas. Corte. 6

Figura 6: Microtomo para parafina con mecanismo de
rotacion.

Figura 7: Microtomo para parafina con mecanismo de
rotacion.

retallar el bloque hasta hacer una pirdmide truncada.
Antes de retallar hay que considerar cual de las caras
laterales de esta pirdmide serd el frente de ataque, es
decir, cual sera la que primero se ponga en contacto
con la cuchilla. Esta cara debera ser mas ancha que
la opuesta, y ambas han de ser paralelas. Con el re-
tallado se consigue una buena orientacién de nuestra
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muestra en las secciones, la diferencia en el tamano
de la caras permite que cada nuevo corte arrastre sin
problemas al previamente cortado y, por altimo, al ser
las caras paralelas permite que se obtengan tiras rec-
tas de cortes. Una vez retallada la pirdmide, y antes
de obtener secciones de nuestra muestra, es necesario
un proceso de desbastado, es decir, la eliminacion del
espesor de parafina que hay entre la superficie del
bloque y nuestra muestra.

Otro aspecto que hemos de tener en cuentan antes
de empezar a cortar es el dngulo de ataque o incli-
nacién de la cuchilla respeto a la superficie de corte
de la pirdmide. Lo normal es orientar la cuchilla con
un angulo de unos 10 grados respecto a la superficie
de corte, aunque se puede modificar segin nuestras
necesidades.

Una vez comenzado el corte de nuestra muestra se
obtienen tiras de secciones unidas por las caras par-
alelas a la cuchilla (Figura 9). Estas tiras se suelen
manipular con pinceles o lancetas y, antes de su fi-
jacion definitiva en la superficie de un portaobjetos,
han de estirarse para que nuestro tejido quede perfec-
tamente extendido. Aprovechando la hidrofobicidad
de la parafina, las secciones se colocan sobre agua
calentada a unos 35 °C a 40 °C y el calor estira la sec-
ciones sin llegar a su punto de fusién de la parafina,
que estd en torno a los 60 °C. El estiramiento se pue-
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de realizar en banos de agua con regulacion térmica
o sobre los propios portaobjetos cubiertos de agua
y colocados sobre una plancha térmica regulable
(Figura 4).

Una vez que el agua se ha evaporado y estdn ex-
tendidas las tiras de cortes de parafina sobre el por-
taobjetos, se procede a un secado exhaustivo en una
estufa a una temperatura de entre 35 °C y 40 °C du-
rante toda la noche. Una vez secos, los portaobjetos
con las secciones estan listos para el procesamiento
posterior.

La superficie del portaobjetos donde se colocan las
tiras de cortes ha de estar previamente tratada para
que nuestro tejido quede adherido durante el proce-
samiento posterior. Para ello los portaobjetos se re-
cubren con soluciones de gelatina, albimina, u otras
sustancias. Cuando se evapora el agua estas sustan-
cias hacen de adhesivo entre el cristal y nuestro tejido.

Una vez que el agua se ha evaporado y estdn ex-
tendidas las tiras de cortes de parafina sobre el por-
taobjetos, se procede a un secado exhaustivo en una
estufa a una temperatura de entre 35 °C y 40 °C du-
rante toda la noche. Una vez secos, los portaobjetos
con las secciones estan listos para el procesamiento
posterior.
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Figura 9: Una vez se ha retallado y desbastado el bloque se obtienen las secciones en tiras que seran colocadas sobre
un portaobjetos cubierto con agua calentada a unos 40 °C. El portaobjetos ha sido tratado previamente son soluciones
adhesivas. El calor y la hidrofobicidad de la parafina hace que las secciones se estiren sobre la superficie del agua y una

vez evaporada queden adheridas al portaobjetos.
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5 Vibratomo

Puede haber varias razones para evitar la inclusién de
un tejido del que posteriormente obtener secciones.
Durante los procesos de inclusién, como las inclu-
siones en parafina o en resinas tipo epoxy, se ha de
someter a las muestras a deshidratacion. Esto oca-
siona a veces dano en algunas moléculas o regiones
moleculares que son las que queremos detectar poste-
riormente con técnicas como la inmunohistoquimica
o la hibridacién in situ. Ademds, para observar al-
gunas caracteristicas tisulares o celulares se requieren
secciones gruesas del orden de 50 pm, a veces de 100
0 200 pm. Por ejemplo, para estudiar la organizacion
espacial de determinadas células como las neuronas es
recomendable hacer cortes de un grosor superior a las
50 pm y emplear inmunohistoquimica o histoquimica
para ponerlas de manifiesto. La obtencién de sec-
ciones gruesas sin necesidad de inclusién se puede
conseguir de dos maneras diferentes: mediante con-
gelacién de la muestra y posterior corte en un micro-
tomo de congelacion o mediante el uso del vibratomo
(Figura 10).

Figura 10: Vibratomo. La cubeta, de color negro, ha de
estar llena de tampén de trabajo durante el proceso de
corte de manera que la cuchilla y la muestra, de color rojo,
y las secciones que se obtienen estan sumergidos.

El vibratomo es un aparato con el que se obtienen
secciones de un grosor que puede oscilar entre las 40-
50 pm hasta varios centenares de pm partiendo de
una muestra animal o vegetal endurecida sélo me-

Atlas de la Universidad de Vigo

Técnicas histologicas. Corte. 9

diante fijacién. El mecanismo de corte consiste de
una plataforma sobre la que se situa la muestra, que
puede regularse en altura y nos permite seleccionar el
grosor del corte, y de una cuchilla de borde muy afi-
lado que se desplaza horizontalmente sobre la muestra
realizando el corte. La caracteristica del vibratomo es
que la cuchilla, ademdas de avanzar sobre la muestra,
posee un movimiento de vibracién lateral a modo de
sierra que facilita el corte y evita arrastrar el tejido
(Figura 11). La muestra se encuentra adherida, nor-
malmente mediante pegamento de contacto (Figura
12), directamente a un bloque portamuestras que se
coloca sobre la plataforma elevadora.

o S,
Movimiento o T
£

Plataforma
elevadora

Figura 11: Vista lateral de la cubeta de un vibratomo.

No todas las muestras son apropiadas para ser cor-
tadas en un vibratomo. Asi, aquellas que sean muy
blandas o que posean porciones demasiado duras o
eldsticas son normalmente arrastradas por la cuchilla,
a pesar de que disminuyamos la velocidad de avance
y aumentemos la oscilacion de la cuchilla. Es decir,
la muestra ha de tener una cierta consistencia y no
poseer elementos distorsionadores del corte.

Muestra

€

Pegamento
de contacto

o

Blogque portamuestras
Figura 12: Pegado de la muestra al bloque portamuestras.
Otra caracteristica del vibratomo es que todo el
proceso de corte se realiza bajo una solucién acuosa

que normalmente es una solucién tamponada o una
solucién salina (Figura 2). Para ello tanto la mues-
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tra como el borde de corte de la cuchilla han de estar
sumergidos y los cortes que se obtienen se denomi-
nan cortes en flotacion, es decir, no sujetos a ningin
soporte. Estos cortes se pueden procesar de esta man-
era, flotando, o adherirse a un portaobjetos y proce-
sarlos después. Sin embargo, el proceso de secado
necesario para la adhesién al portaobjetos suele con-
llevar alteraciones de la calidad del tejido. Asi, los
cortes se suelen procesar durante toda la técnica en
flotacion y posteriormente se montan sobre portaob-
jetos para su observacion con el microscopio éptico.
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Hay que tener en cuenta que los cortes de vibratomo
son muy gruesos y estan en muy buenas condiciones
de preservacion. Si se quieren detectar moléculas en
zonas profundas de la seccion normalmente se procede
a una permeabilizacién del tejido. Esto suele hacerse
con detergentes como el Tween-20 o el Triton-X100, o
con congelaciones réapidas a muy bajas temperaturas
cuando queremos preservar las membranas.



6 Criotomos

La congelaciéon de los tejidos es una manera rapida
de endurecerlos sin necesidad de inclusién. Esto tiene
una serie de ventajas. a) La preservacién molecular
es maxima, lo cual es muy importante si el proce-
samiento posterior requiere el reconocimiento molec-
ular. b) Las muestras congeladas pueden cortarse en
secciones finas, del orden de 5-15 pm, y mas gruesas
del orden de cientos de pm, pero también en secciones
ultrafinas del orden de nanémetros. c) La obtencién
de buenas secciones no depende del tipo de tejido (ex-
cepto tejidos mineralizados como el hueso o aquellos
excesivamente cornificados). d) Por tltimo, es posi-
blemente la manera mas rdpida de obtener secciones
puesto que se puede congelar la muestra sin necesidad
de fijacién y cortarla de inmediato, como las biopsias.
Pero para preservar correctamente la estructura del
tejido ha de ser una congelacion muy réapida, normal-
mente en isopentano enfriado con nitrégeno liquido,
lo que evita la formacién de grandes cristales de hielo
que deterioran las estructuras celulares.

Los dos aparatos mas usados para realizar cortes
por congelacién son el microtomo de congelacion y el
criostato.

El microtomo de congelacién (Figura 13) realiza
cortes de decenas de pm de grosor y consiste en una
plataforma que se enfria a bajas temperaturas so-
bre la que se coloca la muestra. Tras cada corte
la plataforma se eleva un espacio correspondiente al
grosor de corte seleccionado. En los microtomos de
congelacién antiguos se producia la congelacién me-
diante gas carbdnico que habia que suministrar reg-
ularmente. Actualmente se produce la congelacion
(de -30°C a -40 °C) de la plataforma mediante tubos
que parten de un sistema de refrigeracién externo al
propio dispositivo de corte. Ademads, existe la posibil-
idad de congelar también la cuchilla si se desea. En
los aparatos actuales la muestra se congela por con-
tacto directo con la plataforma y su temperatura es
constante durante todo el tiempo de corte. Las sec-
ciones que se obtienen, de decenas a cientos de pm, se
recogen con un pincel, se anaden a un recipiente con
tampén de trabajo y se trabaja con ellas en flotacion,
igual que en el caso del vibratomo. celulares.
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Figura 13: Microtomo de congelacién. El tubo negro de la
derecha es el encargado de enfriar el portabloques a tem-
peraturas inferiores a -20 °C, lo cual congela a su vez a la
muestra (color rojo). Las secciones se recogen de la cuchilla
con un pincel y se colocan en tampén de trabajo.

En el caso de que no se requiera un corte réapido
las muestras normalmente se fijan y posteriormente
se sumergen en una solucién anticogelante que con-
tiene sacarosa y glicerol. Con ello se evita que durante
la congelacién se formen cristales de hielo grandes
que puedan danar las estructuras celulares. También
se evitan danos tisulares con una congelacién muy
rapida, por ejemplo, con nitrégeno liquido. Dicha
congelacion permite preservar incluso la ultraestruc-
tura celular y observarla al microscopio electrénico,
siempre con el uso previo de anticongelantes. Para
observaciones que no necesiten una preservacién ul-
traestructural se suele realizar la congelacién de la
muestra a temperaturas superiores (entre -80 °C y -20
°C) que dependen del aparato empleado para realizar
los cortes.

El criostato (Figura 14) se utiliza para obtener
secciones por congelacion de 10 a 30 pm de grosor,
aproximadamente. En este aparato todo el sistema
de corte se encuentra encerrado en una cadmara re-
frigerada cuya temperatura se puede regular, normal-
mente entre -20 y -30 °C (Figura 15). La congelacién
se suele hacer en una plataforma dentro de la propia
camara refrigerada que se encuentra a una temper-
atura inferior, en torno a -50 °C. También se puede
congelar el tejido externamente con la rapidez que
deseemos, por ejemplo con nitrégeno liquido, pero
es conveniente colocar la muestra en la cdmara del
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criostato hasta que consiga igualar su temperatura
con la de ésta para obtener secciones homogéneas.
Antes de la congelacién, la muestra se encastra en
un medio que es liquido a temperatura ambiente y
sélido a la de corte. Por tanto, tenemos nuestra mues-
tra en un bloque sélido, encastrada pero no incluida.
Esto permite manipular la muestra y adherirla a un
soporte portamuestras, el cual se fijard a un eje que
avanza sobre la cuchilla. La preparacién del bloque
y el mecanismo de corte es similar al que se describid
para el microtomo de rotacién para parafina. Las sec-
ciones que se van obteniendo se adhieren por contacto
a portaobjetos con superficies adhesivas (Figura 16).
Las secciones se descongelan rapidamente en este pro-
ceso de pegado puesto que los portaobjetos estan a
temperatura ambiente y una vez secas pueden proce-
sarse para las técnicas que deseemos.

Figura 14: Criostato. El compartimento de color azul es la
camara refrigerada a la temperatura seleccionada. En esta
camara se encuentra la muestra, la cuchilla y es donde se
recogen las secciones.

Todavia existe un tipo de criotomo mucho mas
sofisticado denominado ultracriotomo. Este aparato
se emplea para obtener secciones ultrafinas, del orden
de decenas de nanémetros, para su observacién con

el microscopio electrénico de transmisién. La ven-
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Figura 15: Criostato. El mecanismo de rotacion y corte del
criostato se encuentra dentro de una cdmara refrigerada.
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Figura 16: Criostato. Proceso mediante el que se pegan
las secciones a un portaobjetos.

taja de este aparato respecto al ultramicrotomo (ver
en siguiente pagina) es que los tejidos no pasan por
solventes orgénicos, ni temperaturas elevadas, y por
tanto la preservacién molecular es mayor.
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7 Ultramicrotomo

Para la observacién con detalle de la ultraestructura
celular es necesario realizar secciones muy delgadas,
del orden de nandémetros, denominadas ultrafinas, y
observarlas con el microscopio electrénico de trans-
misién. Para ello se incluye la muestra en resina, gen-
eralmente de tipo epoxy, que una vez polimerizada
resulta en un bloque de gran dureza. La obtencion
de secciones ultrafinas se lleva a cabo con un aparato
denominado ultramicrotomo (Figura 17). Otra man-
era menos habitual de obtener secciones ultrafinas es
mediante el ultracriotomo, para lo cual la muestra se
congela y se corta en una camara refrigerada a muy
bajas temperaturas. Este ultimo es un mecanismo
similar al visto para el criostato. Es un aparato que
solo se usa cuando queremos estudiar con microscopia
electrénica moléculas que son danadas durante el pro-
ceso de inclusién.

Figura 17: Ultramicrotomo

El ultramicrotomo tiene un disenio para hacer sec-
ciones de un modo similar al microtomo de parafina
de rotacién, pero mucho mas preciso y sofisticado.
Quizé el sistema mas delicado sea el que hace avan-
zar el bloque sobre la cuchilla pues debe hacerlo a
intervalos de varios nanémetros. Actualmente este
sistema de avance es mecanico, pero en los ultrami-
crotomos mads antiguos era por calor, que producia
dilatacién del eje sobre el que se sujetaba la muestra.
También tiene un sistema completo de orientacién de
la muestra sobre el borde de la cuchilla para que el

Atlas de la Universidad de Vigo

Técnicas histologicas. Corte. 13

plano de corte se pueda orientar perfectamente a la
superficie de nuestra muestra. Al realizar cortes muy
delgados cualquier vibracion o cambio de temperatura
afecta la homogeneidad del grosor del corte, por tanto
el ultramicrotomo debe situarse en una habitacién
donde no haya vibraciones y mantenerla a temper-
atura constante para evitar dilataciones del brazo que
porta la muestra, dentro de lo posible. Ademads, es-
tos aparatos se colocan sobre mesas especiales para
disminuir las vibraciones. Todos los ultramicrotomos
actuales tienen un panel de control externo al aparato
desde donde se controla el proceso de corte: inicio de
corte, grosor de la seccién, velocidad de corte, ventana
de corte, iluminacién de la muestra, etcétera.

Antes de realizar el primer corte ultrafino de una
muestra, al igual que ocurria con los cortes de para-
fina, es necesario retallar y desbastar el bloque para
crear una pirdmide truncada. Aunque todo este pro-
ceso se puede hacer a mano con una cuchilla, se suele
utilizar un aparato denominado piramidotomo con el
que se liman y crean las caras de la piramide con un
dispositivo a modo de torno, ademas de producir el
desbastado para obtener la superficie de corte. Hay
que tener en cuenta que este proceso ha de ser preciso
porque la superficie de corte debe ser muy pequena,
en torno a unos 0,5 mm2. Los lados de la superfi-
cie de corte deben ser similares a los descritos para
el corte en inclusiones de parafina, dos lados han de
ser paralelos y uno mas grande que el otro. Con esto
nos aseguramos que una nueva seccién empujara a la
previa del borde de la cuchilla y que conseguiremos
tiras rectas de secciones. Antes de hacer las secciones
ultrafinas se suele hacer una seccion semifina, de 0,5 a
1 pm de espesor para observar una imagen de la mues-
tra al microscopio éptico. Esto es util para dar con-
texto a las imagenes de microscopia electrénica que
se obtendran.

Las cuchillas empleadas para hacer secciones ul-
trafinas son especificas para este tipo de aparatos
puesto que han de tener unos filos muy agudos. Las
mas comunmente usadas son de vidrio especial y se
obtienen mediante unos aparatos que mediante ral-
laduras con puntas de diamante y golpes secos sobre
las barras de vidrio son capaces de producir dichas
cuchillas (Figura 18). Sin embargo, la mejor calidad
de corte se consigue con cuchillas con filo de diamante,
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pero son mucha més caras. Aunque los ultramicroto-
mos actuales tienen mecanismos de corte precisos, du-
rante el proceso de corte se pueden obtener secciones
de distinto grosor. El grosor de una seccién ultrafina
se conoce por el color que produce el reflejo de la luz
sobre su superficie. Este color puede ser gris (menos
de 60 nm), plata (60 a 90 nm), oro palido (90 a 120
nm), oro intenso (120 a 150 nm), purpura (150 a 190
nm), etcétera.

Las secciones ultrafinas recién obtenidas quedan
flotando sobre una balsa de agua que posee la propia
cuchilla y no se recogen sobre portaobjetos sino direc-
tamente sobre soportes de niquel o cobre denominados
rejillas (Figuras 19 y 20). Son discos circulares con un
enrejado de hilos que dejan cavidades, las cuales son
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de distinto tamano segun el tipo de rejilla, normal-
mente desde 100 a varios cientos de pm cuadradas.
Estas rejillas tienen la ventaja de permitir una gran
nitidez de las imagenes del tejido que ofrece el mi-
croscopio electrénico puesto que los electrones sélo
atraviesan la seccién antes de incidir sobre la pantalla
de visualizacién. Sin embargo, presentan el problema
de que la porcién de seccién que caiga sobre el hilo de
la rejilla quedara oculto. Por ello existen las ”rejillas”
de ojal, que tienen una sola cavidad y suficientemente
grande como para que quepa un corte entero. Obvi-
amente es necesario suministrar un soporte para que
la seccién no se cuele por la cavidad. Este soporte es
normalmente una membrana muy fina hecha de una
sustancia denominada formvar, la cual deja pasar los
electrones y sostiene a las secciones.
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Figura 18: Proceso por el que se obtiene una cuchilla para hacer cortes en el ultramicrotomo.
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Figura 19: Corte y recogida de secciones en una rejilla.
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Figura 20: Tipos de rejillas para la recojida de cortes ultrafinos.
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