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1 Portas adhesivos con gelatina

En experimentos largos, con numerosos pasos de in-
cubacién en diversas soluciones, es posible pérdida de
la muestra. Para evitarlo se recubren los portaobje-
tos con sustancias adhesivas que mantienen las sec-
ciones adheridas. Entre las més baratas y faciles de
preparar esta el recubrimiento de los portaobjetos con
una solucién de gelatina y alumbre de cromo y pota-
sio.

Procedimiento

1) Anadir 200 ml de agua destilada en un vaso de
precipitado y calentar hasta 60 °C en un agitador-
calefactor. Agitar con un agitador magnético.

2) Anadir 1 g de gelatina y dejar disolver.

3) Anadir 0.1 g de alumbre de cromo y potasio y
dejar disolver. La soluciéon se tornard de un color
azul palido.

El alumbre de cromo y potasio recubrird los portaob-
jetos con cargas positivas y atraerd a las secciones,
las cuales tienen carga neta negativa.

4) Verter la solucién en una cubeta previamente
calentada a 60 °C.

5) Sumergir los portaobjetos de 3 a 5 veces durante
5 a 10 segundos cada vez.

6) Sacar los partaobjetos y dejar escurrir durante
unos minutos sobre un papel de filtro. Se pueden dar
unos pequenos golpes sobre el papel de filtro para
que escurran mejor.

7) Colocar los portaobjetos en una estufa a 37 °C
durante toda la noche para su secado.

8) Guardar los portaobjetos en una caja seca y libre
de polvo hasta su uso.
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Consejos

Los portaobjetos han de ser desengrasados previa-
mente

La solucién de gelatina/alumbre de cromo y pota-
sio se puede almacenar a 4-8 °C durante varios dias
y usarse cuando se precise. Antes de cada uso, la
solucion ha de estar transparente, llevarse a temper-
atura ambiente y filtrarse. Tras ello se lleva a 60 °C
y se sumergen los portaobjetos.

Se pueden anadir unas gotas de timol durante
la preparacién de la solucién de la solucién de
gelatina/alumbre de cromo y potasio para preservarla
durante mas tiempo.

Cuando se van a tratar numerosos portaobjetos
es recomendable calentarlos previamente para que la
temperatura de la solucién no disminuya durante el
proceso.

Productos

Gelatina

Alumbre de cromo y potasio (CrK(S04)2 - 12H20)
Agua destilada
Material

Portaobjetos
Agitador-calentador
Agitador magnético
Termoémetro

Cestas para portaobjetos
Cubeta de cristal

Estufa



2 Limpieza de portaobjetos

Los portaobjetos son el soporte de las secciones y am-
bos, secciones y portaobjetos, pasardn por todas las
soluciones y tratamientos de la técnica, cualquiera que
ésta sea. Por tanto, antes de usar los portaobjetos,
procuraremos que estén lo méas limpios posible. En
caso contrario podria darse una mala adhesién de los
cortes o aparecer artefactos durante la técnica, tales
como tinciones de fondo o precipitados causados por
suciedad o por restos de materia orgdnica que con-
tengan dichos portaobjetos.

Normalmente los portaobjetos nuevos no necesi-
tan tratamientos previos antes de ser usados, aunque
hay que asegurarse de su limpieza. Los que tengan
restos de suciedad o aquellos que sean reciclados de
otras técnicas han de limpiarse. Procedimientos sen-
cillos para conseguir portaobjetos limpios, y en gen-
eral cualquier material de vidrio de laboratorio, son
los siguientes:

Procedimiento

A) Tratamiento suave.

1) Sumergir los portaobjetos en etanol, acetona,
o una mezcla de etanol-éter, durante mas de 15
minutos.

2) Antes de usar, sacar los portaobjetos de la
solucion alcohdlica y dejarlos secar al aire en un lugar
libre de polvo y seco.

3) Una vez secos los portaobjetos se pueden
usar o almacenar en cajas protegidas del polvo y la
humedad.

B) Tratamiento medio.

1) Lavar los portaobjetos con agua y jabén o
lavavajillas.

2) Aclarar en agua hasta que no haya restos de
jabon.

3) Sumergir en dcido acético durante 15 minutos.

4) Enjuagar en agua destilada al menos 10 veces.

5) Comprobar que el pH final estd préximo a 6-7,
si no es asi, seguir lavando.

6) Secar los portaobjetos en una estufa a 60 °C
toda la noche.

7) Almacenar los portaobjetos en una caja libre de
polvo y humedad hasta su uso.
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C) Tratamiento agresivo (mezcla sulfo-crémica)

1) Preparar la mezcla sulfo-crémica. (1 parte de
dicromato potésico, 2 partes de acido sulfirico, 7
partes de agua destilada).

2) Sumergir los portaobjetos al menos durante 24
horas.

3) Enjuagar los portaobjetos repetidas veces con
agua destilada.

4) Dejar secar y usar, o almacenar en una caja
seca y sin polvo.

Consejos

Los portaobjetos comerciales suelen venir suficien-
temente limpios y desengrasados para usarlos direc-
tamente. Una limpieza suave es suficiente. El crite-
rio para asegurarse de su limpieza es que se mojen
uniformemente en toda su superficie con agua desti-
lada. La grasa y otros contaminantes impiden esta
uniformidad.

Limpiar los portaobjetos los mas rdpido posible tras
su uso para evitar que las sustancias se desequen so-
bre el cristal y sean mucho mas dificil de eliminar.
Si no es posible la limpieza inmediata, maneter los
portaobjetos en agua hasta su procesamiento.

Hay que evitar portaobjetos con las superficies
danadas o rayadas. Estas rayaduras se pueden evi-
tar usando instrumentos de manipulacién de madera
o pinceles durante la técnica histologica y esponjas
suaves para eliminar los restos solidos de la superficie
de los portaobjetos durante el proceso de lavado.

Si lo que se quiere reciclar son portaobjetos mon-
tados con medio de montaje y cubreobjetos, entonces
hay que hacer un paso previo en xileno (puede ser
xileno reciclado) durante toda la noche o varios dias.
De esta manera se disuelve el medio de montaje y se
puede desprender el cubreobjetos.

No es buena idea que los acidos entre en contacto
con el portaobjetos antes de haber eliminado meticu-
losamente todo el jabon o detergente de su superficie.
De otra manera se puede formar una fina pelicula de
grasa.

La grasa de los portaobjetos se elimina bien medi-
ante la ebullicién en una solucién débil de carbonato
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sodico.

Es importante que el aclarado elimine cualquier
resto de detergente o agente usado en la limpieza
puesto que podria interferir en las técnicas posteri-
ores. Este alclarado se puede hacer con agua corriente
0, si es necesario con agua destilada.

En el tratamiento con mezcla sulfo-crémica, la
preparacion de la mezcla se ha de hacer en campana
de extraccién de gases y preferiblemente en una ban-
deja con hielo, puesto que la reaccién es exotérmica.
Una vez terminado el tratamiento la mezcla se guarda
en un recipiente de cristal bien cerrado para usos pos-
teriores. El dicromato es muy corrosivo y cancerigeno.

En el tratamiento con mezcla sulfo-crémica, la mez-
cla se puede usar siempre que conserve el color rojizo,
y desecharla cuando adquiera un color verdoso.

En el tratamiento con mezcla sulfo-crémica no
desechar la solucién por el fregadero. Hay que in-
activarla quimicamente.

Productos

a) Tratamiento suave
Etanol, acetona, éter
Agua destilada

b) Tratamiento medio
Jabon, lavavajillas
Acido acético

Agua destilada

b) Tratamiento agresivo
Dicromatico potésico
Acido sulfirico

Agua destilada
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Material

Portaobjetos

Recipientes de vidrio herméticos
Cestillas de vidrio para portaobjetos
Cubetas de vidrio

Estufa a 60 °C

Campana extractora de gases

Caja para almacenar portaobjetos



3 Decalcificacion

Cuando hay minerales en los tejidos, como por ejem-
plo en el hueso, en la dentina, o se producen en pro-
cesos patoldgicos calcificantes en tejidos blandos, es
muy dificil obtener buenas secciones finas, bien sea
de material incluido en parafina o de material en con-
gelacion. En estos casos el proceso histolégico debe in-
cluir un paso en el que se eliminan tales minerales de-
nominado generalmente como descalcificacién, puesto
que en la mayoria de los casos se eliminan minerales
de calcio. Hay, sin embargo, ocasiones en que esto
no es posible o deseable, y a veces se requiere estu-
diar el tejido 6seo en su estado original, por lo que es
necesario obtener secciones de tejido mineralizado sin
descalcificar (ver més abajo).

El principal mineral duro de los tejidos ani-
males es la hidroxiapatita, mineral de fosfato célcico,
[Ca1p(PO4)6(OH)2], que se encuentra en los huesos
distribuido entre las fibras de coldgeno. Estos min-
erales se encuentran en equilibrio con su solucién sat-
urada segln las siguiente reaccion:

Ca10(PO4)g(OH)s = 10Ca?t + 6P0O43~ + 20H~

Si eliminamos alguno de los componentes a la
derecha de la reaccién, el mineral (a la izquierda) se
disolverd para equilibrar de nuevo la solucién. Este es
el principio de los descalcificantes. A la hora de elegir
los tiempos y sustancias descalcificantes hay que tener
en cuenta si estamos interesados en el hueso compacto
o en el esponjoso. Por ejemplo, las sales minerales tar-
dan mas en disolverse en el hueso compacto.

La descalcificacion se realiza normalmente después
de la fijacién, aunque a veces se hace tras la inclusion
en parafina eliminando la sales de calcio sdlo de las
micras mas superficiales del plano de corte de la mues-
tra. Es importante realizar una buena fijacién del
tejido puesto que serd incubado en soluciones dcidas
relativamente agresivas. Ademaés, es bueno eliminar
bien los restos de fijador con lavados abundantes para
evitar reacciones quimica con los agentes descalcifi-
cadores. Los tiempos de fijacién del hueso que se va a
descalcificar suelen ser mucho mayores que para otros
tejidos. El mejor método de fijacién es la perfusion,
pero si no es posible es conveniente hacer piezas
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pequenas con sierras de dientes muy finos y eliminar
los tejidos que rodean al hueso antes de sumergirlo en
fijador. Los mejores fijadores son Bouin, mezclas de
formalina con zinc, o FAA (formol, acético, alcohol).

Hay dos grupos principales de agentes descalcifi-
cantes: los acidos y los quelantes de calcio. A contin-
uacién veremos los descalficantes mas comunes.

Basados en acidos

Los &cidos aportan hidrégenos y eliminan iones
hidroxilos del medio por lo que la reaccién antes men-
cionada tiende hacia la solubilizaciéon del mineral.

Ht + 20H37 = HQO

Hay dos grupos de acidos: los fuertes (inorgénicos)
y los débiles (organicos). Los dcidos fuertes suelen ser
rapidos pero son muy agresivos por lo que el tiempo
debe ser el minimo posible, ya que si es excesivo pro-
ducen danos en los ntcleos y maceran el tejido. Los
acidos débiles son mas lentos pero preservan mejor
al tejido. Los acidos fuertes mas usados son el acido
clorhidrico, el 4cido nitrico, mientras que como débil
se suele emplear el acido férmico. Cuanto mas agre-
sivos son los acidos mas se deterioran las enzimas y
los antigenos para realizar pruebas enziméticas o in-
munocitoquimicas. Los adcidos también deterioran los
ARN citosdlicos por lo que las hibridaciones in situ
se ven comprometidas.

El acido clorhidrico y el acido nitrico se suelen usar
al 5-10 % en agua. Descalcifican répidamente y su
accion no deberfa prolongarse mas de 24-48 horas. No
se recomiendan para inmunocitoquimica ni ensayos
enzimaticos. Se emplean para muestras pequefias y
diagnésticos réapidos.

El acido férmico es el acido débil mas usado como
descalcificante. Se puede usar en solucién acuosa (5-
10 %), tamponado (con &cido citrico) o combinado
con formalina. En este 1iltimo caso la descalcificacion
va acompanada de fijacién. El tiempo de tratamiento
con acidos débiles es més prolongada (1 a 10 dias),
dependiendo del tamano y tipo de hueso, y de la con-
centracion de acido. La solucién deberia cambiarse
cada 24 o 48 horas.

Otros acidos débiles como en el acético o el
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ascorbico se usan cuando se van a realizar pruebas
inmunocitoquimicas. La descalcificacién se realiza en
estos casos con pH por encima de 2.5.

Agentes quelantes

Los agentes quelantes son aquellas sustancias
organicas que pueden unirse covalentemente a iones
metalicos formdndose un compuesto soluble llamado
quelato de metal. El EDTA (4cido etilendiaminote-
traacético) secuestra iones de calcio, presentes en la
superficie de los cristales de hidroxiapatita, por lo
que progresivamente ird disminuyendo el tamano del
cristal. Se usa entre el 10 y el 14

En cualquiera de los dos métodos, dcidos o que-
lantes, hay variables que pueden disminuir el tiempo
de descalcificacién, como son el aumento de la temper-
atura o una agitacion suave del tejido. Hay otros més
agresivos como sonicacion o microondas, pero hay que
controlar los danos al tejido.

Averiguar el grado de descalcificacién es importante
para determinar el tiempo necesario que tienen que in-
cubarse las muestras en las soluciones descalcificado-
ras. Ya se comenté que incrementos de tiempo in-
necesarios puede repercutir en la calidad del tejido,
pero si el tiempo es corto pueden quedar cristales en
el tejido que dificulten el corte y procesamiento del
hueso. El calcio del mineral termina en solucién y si
la solucién descalcificante se cambia periddicamente
se podra averiguar cuando se ha producido la descal-
cificacion completa mediante la medicién de la con-
centracion de calcio en el medio. Cuando se emplean
acidos como descalcificantes se puede realizar una
comprobaciéon quimica: se anade oxalato de amonio
a la solucién descalcificante, que ha sido neutralizada
con hidréxido amonio. Si hay calcio en la solucién se
forman precipitados de oxalato de calcio, lo que indica
que aun quedan minerales en el hueso.

A veces, sin embargo, es necesario mantener el
contenido mineral del hueso y la descalcificacién no
se lleva a cabo. En estos casos es posible obtener
secciones mediante procedimientos no convencionales.
Por ejemplo, se puede serrar el hueso en lonchas méas
a menos finas y luego limar las superficies hasta lle-
gar a un grosor 6ptimo para su observacién con el
microscopio. También se puede infiltrar el hueso con
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resinas que al polimerizar alcanzan una dureza simi-
lar a la del hueso, y posteriormente cortar la muestra
incluida con microtomos especiales como el ultrami-
crotomo cuando se usan cuchillas de diamante. Otra
posibilidad es realizar cortes por congelacién.

La deteccién de antigenos mediante anticuerpos,
o inmunocitoquimica, se puede ver afectada por
tratamientos previos como la descalcificacién. En
general la descalcificacién parece afectar selectiva-
mente a segun qué antigenos y qué método de descal-
cificacién se use. En cualquier caso, los dcidos fuertes
deben ser evitados.



4 Inclusiéon en parafina

La obtencién de secciones finas, entre 5 y 15 pm, sélo
se puede conseguir a partir de tejido endurecido, pero
no fragil. Esto es posible mediante la congelacion de
las muestras o mediante su inclusiéon en determina-
dos medios. Incluir significa infiltrar el tejido con un
medio liquido que posteriormente se solidificara y en-
durecera sin afectar, o afectando minimamente, a las
caracteristicas del la muestra.

El medio de inclusiéon mas usado para obtener sec-
ciones finas es la parafina. La parafina es una mezcla
de hidrocarburos que cuando solidifica tiene aspecto
de cera de vela. Hay distintos tipos de parafinas que
se diferencian en la longitud de las cadenas de las sus-
tancias carbonadas, lo cual determina sus puntos de
fusién. Estos suelen oscilar entre los 45 °C y los 60
oC.

Procedimiento

Fijacién (recomendados formol, Bouin o FAA:
formaldehido/acético/alcohol).

Seleccion de la muestra: 0.5 cm de tamano aproxi-
madamente.

Deshidratacién de las muestras: etanol.

Este paso es necesario puesto que la parafina no es
miscible con el agua y por tanto la muestra ha de estar
libre de agua.

3x10 min HyO destilada
4x10 min etanol 702
4x10 min etanol 802
4x10 min etanol 902
4x10 min etanol 962
5x10 min etanol 1002
Solvente organico: xileno

La parafina tampoco es miscible con el alcohol por
lo que se requiere este paso puente con un solvente
orgdnico. El xileno es miscible con el etanol de 100°
y con la parafina.

4x5 min xileno

Parafina liquida (en estufa a 60 °C).
60 min parafina I

60 min parafina II
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60 min parafina III

Encastrar en parafina y hacer el bloque.

Colocar parafina liquida en un molde metalico, fuera
de la estufa, e introducir la muestra en él con la
orientacién deseada.

Consejos

Fijacion: el tejido ha de estar fijado antes de em-
pezar el proceso de inclusién. Se pueden usar muchos
tipos de fijadores, pero los mas comunes son aquellos
basados en formaldehido, como el propio formol, el
BOUIN, o para plantas el Carnoy, Karnovsky o FAA.
No suelen ser buenos los fijadores que contienen glu-
taraldehido.

Seleccién de la muestra: no se recomienda la in-
clusién de piezas con dimensiones superiores a 1 cm
puesto la difusion de los liquidos sera mas lenta. Los
tiempos de deshidratacién, xileno y embebimiento en
parafina se adapataran al tamano de la muestra. Mas
tamano mas tiempo.

Seleccién de la muestra: en el caso de muestras
duras hay que hacer tratamientos previos. Por ejem-
plo, los huesos requieren un tratamiento de descalci-
ficacién antes de comenzar las deshidratacién.

Deshidratacion: en caso de fijadores con &cido
picrico es importante que los primeros pasos en-
tre el H20 destilada y el etanol de 96° se extien-
dan hasta que el color amarillo haya desaparecido
practicamente.

Deshidratacién: si es posible, los pasos de
deshidratacén y también el de xileno han de hacerse
con el recipiente en agitaciéon. El movimiento de la
muestra dentro de cada liquido favorece los procesos
de difusién entre el interior y el exterior de la muestra.

Encastramiento: dependiendo del tipo de micro-
tomo que vayamos a usar es necesario colocar nuestro
bloque de parafina solidificada en soportes especiales
que se adapten a la pieza del microtomo que sostendra
el bloque de parafina.

Productos

Etanol de 709, 802, 909, 96° y 100°
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Xileno

Parafina

H50O destilada

Material

Vasos de precipitado

Pinzas

Estufa a 60°C

Molde para hacer bloques de parafina

Casetes de inclusién
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5 Azan de Heidenhain

Este método es una modificacion de la tincion
tricrémica de Mallory. Su ventaja es que diferencia
una mayor diversidad de estructuras histologicas, so-
bre todo por la obtencién de imégenes nucleares con
diferente coloraciéon. El protocolo debe adaptarse a
cada tipo de material, siendo necesarios ensayos pre-
vios.

Procedimiento

Partimos de muestras que se ha fijado y se han in-
cluido en parafina. Kstas muestras se han cortado
en secciones de unas 8 um y se han adherido a por-
taobjetos recubiertos con gelatina. Cuando los cortes
provienen de material que ha sido fijado con un fi-
jador que contiene acido picrico hay que eliminarlo
mediante incubacién en alcohol con anilina (1% de
anilina en etanol de 96°) durante 30 minutos.

1.- Xileno para desparafinar, 2x10 min.
2.- Etanol 100°, 2x10 min.

3.- Etanol 96°, 10 min.

4.- Etanol 80°, 10 min.

5.- Etanol 50°, 10 min.

6.- HoO destilada, 5 min.

7.- Azocarmin previamente calentado a 60 °C du-
rante, 1 h a 60°C.

Azocarmin G:
0.1 g de azocarmin G (C.I. 50085)
200 ml H5O destilada
2 ml de 4cido acético
8.- HyO destilada, varios lavados.

9.- Diferenciar bajo el microscopio mediante inmer-
siones sucesivas en alcohol-anilina (anilina al 0.1 % en
etanol 969).

La velocidad de diferenciacion es proporcional a la
cantidad de anilina y a la concentracion del alcohol.
Segun el resultado deseado, puede modificarse la com-
posicion de la mezcla alcohol-anilina, desde alcohol de
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70° con un 1% de anilina, hasta el alcohol de 96° con
un 0,1% de anilina.

10.- Detener la diferenciacién con etanol-acético
(4cido acético 1% en etanol 969).

11.- HyO destilada, varios lavados.
12.- Acido fosfottingstico al 5%, 1 hora.

Este dcido actuard como mordiente y favorece la
tincion con el azul de Heidenhain, al mismo tiempo
que continta la diferenciando el azocarmin.

13.- HyO destilada, varios lavados.
14.- Azul de Heidenhain, 2 h.
Azul de Heidenhain:
0.2 g de azul de anilina (C.I. 42755)
0.5 g de naranja G (C.I. 16230)
100 ml de H5O destilada
1 ml de &cido acético
15.- Etanol 96°, una inmersién rapida.
16.- Etanol 1002, varias inmersiones rapidas.
17.- Xileno, 2x10 min.
Resultados
Nucleos: distinta coloracién, desde naranja a rojo
Citoplasma: coloracién diversa
Misculo: naranja a rojo
Colageno: azul
Consejos

Hay que modificar el protocolo segun la muestra
con el que se esté trabajando.

Son criticos los pasos de diferenciacion.

La deshidratacion final ha de ser muy réapida para
no perder la coloracion azul.

Productos
Xileno

Etanol de 509, 802, 909, 962 y 100°
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Azocarmin G (C.I. 50085) Matrerial
Anilina (C.I. 76000) Cubetas de tincién
Azul de anilina (C.I. 42755) Estufa a 60 °C
Naranja G (C.I. 16230) Cesta para portas
Acido fosfottingstico Cubreobjetos

Acido acético
H20 destilada

Medio de montaje
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Figura 1: Secciéon de piel tenida con azian de Heidenhain.
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6 Azul de tolouidina (vegetal)

El azul de toluidina es un colorante que se usa para
tinciones rapidas en histologia vegetal. Es muy facil
de preparar y el tiempo de tincién es muy corto.
Ademsds, produce una reaccién metacromatica, es de-
cir, es capaz de dar color diferente a diferentes estruc-
turas. El color va desde verde brillante hasta purpura,
pasando por una gama de azules.

Las tinciones generales para tejidos vegetales se
usan habitualmente en los laboratorios de histologia
para ver la calidad de las muestras de tejido y de las
estructuras que contienen. Aunque en el caso de la
tincién con azul de toluidina se usa un solo colorante,
otras tinciones generales combinan més de uno, como
la tincién de safranina y azul alcian.

Procedimiento

Partimos de muestras que que han sido fijadas e
incluidas en parafina. Estas muestras se han cortado
en secciones de unas 8 pm y adheridas a portaobjetos
recubiertos con gelatina.

2x10 min en xileno para desparafinar
2x10 min en etanol 100°

10 min en etanol 96°

10 min en etanol 80°

10 min en etanol 50°

5 min en HyO destilada

30 s en azul de toluidina 0,5 % en HyO destilada
3x10 s en HsO destilada con agitacion
10 s en etanol 96° con agitacién

2 x 10 s en etanol 100° con agitacién
2 min + 5 min en xileno

Montado con medio de montaje
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Resultados

Paredes celulares primarias delgadas: azul a

purpura.
Paredes celulares secundarias: verde brillante.
Cuticula madura: verde brillante.
Consejos

Quizé lo mas destacable de esta tincion es la rapi-
dez con se hacen los pasos que van tras el colorante
y hasta el segundo paso de xileno. El tiempo en el
colorante y los segundos en cada uno de los pasos
posteriores determinaran la intensidad de la tincién.
Es conveniente procesar los portaobjetos uno a uno,
puesto que hay que agitarlo lentamente con la mano
como si se estuviera removiendo un liquido con una
cucharilla en la que el portaobjetos hace de cuchara, o
sumergiendo y sacando el portaobjetos de la solucion.

Productos

Xileno

Etanol de 502, 70°, 809, 902, 96° y 100°
Azul de toluidina al 0.5 % en Hy0O destilada
H5O destilada

Medio de montaje

Material

Cubetas de tincion

Cesta para portas

Cubreobjetos
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Figura 2: Seccién de una espina de un tojo. Nétese el color verde brillante en la cuticula y el azul claro de las fibras de
esclerénquima, mientras que las paredes de las células parenquimaticas aparecen de color purpura-violeta.
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Azul de toluidina

Figura 3: Secciones de azul de toluidina, izquierda, y safranina-azul alcian, derecha. Planta: tojo.

Atlas de la Universidad de Vigo E]



7 Azul de toluidina (animal)

La tincién con el colorante azul de toluidina se puede
usar para conseguir tinciones rapidas de tejidos an-
imales. Es muy facil de preparar y el tiempo de
tincién es muy corto. Ademads, produce una reaccién
metacromatica, es decir, es capaz de dar color difer-
ente a diferentes estructuras. El color va desde verde
brillante hasta purpura, pasando por una gama de
azules.

Procedimiento

Partimos de muestras que han sido fijadas e inclu-
idas en parafina. Estas muestras se han cortado en
secciones de unas 8 um y adheridas a portaobjetos
recubiertos con gelatina.

1. 2x10 min en xileno para desparafinar
2x10 min en etanol 100°

10 min en etanol 96°

10 min en etanol 80°

10 min en etanol 50°

5 min en HO destilada

N o e e

. 30 s en azul de toluidina (C.I. 52040) 0.5 % en
H50 destilada + 1 % de acido acético glacial.

8. 10 s en etanol 96° con agitacién

9. 2 x 10 s en etanol 1002 con agitacién
10. 2 min + 5 min en xileno

11. Montado con medio de montaje
Resultados

Ntcleos: azules.

Carbohidratos: azul o parpura.
Citoplasma, ADN: azul o verde brillante.
Consejos

La intensidad de la tincién depende sobre todo de
los tiempos de deshidratacién, que han de ser muy
rapidos y con agitacién suave para acelerar el inter-
cambio de liquidos en el tejido.

Atlas de la Universidad de Vigo
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Se puede anadir un paso de molibdato amoénico al
0.5 % en HyO destilada durante 5 min antes de los
alcoholes de deshidratacién. El molibdato hace que
el colorante no se pierda con tant facilidad durante la
deshidratacién.

Productos

Xileno Etanol de 50°, 70°, 80°, 90°, 96° y 100°
Azul de toluidina (C.I. 52040)

Acido acético glacial

Molibdato aménico

H>O destilada

Medio de montaje

Material

Cubetas de tincion

Cesta para portas

Cubreobjetos
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Figura 4: Ttubulo seminifero de un testiculo de rata. Obsérvese cémo la cabeza de los espermatozoides tienen un color
verde brillante en comparacién con los nicleos de las espermatidas, los espermatocitos y espermatogonias.

Figura 5: Imagen de un bazo.
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Figura 6: Detalle de la imagen de un bazo donde se puede apreciar la metacromasia, con células tenidas de purpura y
otras de azul claro.
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8 Hematoxilina de Heidenhain

Este protocolo da una muy buena calidad en la
tincién por hematoxilina de nicleos y estructuras cito-
plasméticas. Aunque se puede combinar con otros
colorantes complementarios, es buena por si sola. Se
emplea para estudiar estructuras celulares por lo que
fijacién debe ser muy buena y el grosor de los cortes
no mayor de 5 pm. Es una tincién en dos pasos.
En el primero se anade una solucién férrica que se
une a los grupos carboxilo de las proteinas y un se-
gundo paso con hematoxilina que se une a este hi-
erro. La solucién de diferenciacién eliminara hema-
toxilina del tejido hasta que la tincién se considere
idénea. Algunos organulos celulares se describieron
con esta tincién antes de la aparicién del microscopio
electronico.

Procedimiento

Partimos de muestras que han sido fijadas e inclu-
idas en parafina. KEstas muestras se han cortado en
secciones de unas 5 um de grosor y adheridas a por-
taobjetos recubiertos con gelatina-alumbre.

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar
2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en HyO destilada

7.- Toda la noche. Solucién férrica.
Sulfato amonico de hierro.HyO 5 g

H O destilada 100ml

8.- 3x1 min en HyO

9.- Toda la noche. Hematoxilina alcohélica.
Hematozilina 0.5 ¢

Etanol 96° 100 ml

Todato sddico (o potdsico) 25 mg

10.- 3x5 min. HyO corriente
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11.- Solucién férrica al 1%

El tiempo de diferenciacion varia segun el tejido y
lo que queramos observar. Con esta concentracion,
el tiempo puede wvariar entre 1 y wvarios minutos.
Podemos incrementar la concentracion o disminuirla
para controlar mejor los tiempos. Se puede contro-
lar el progreso de la diferenciacion en el microsco-
pio anadiendo unas gotas de solucion férrica sobre el
tejido.

La diferenciacion se produce porque el hierro dis-
uelto compite con el previamente unido al tejido por
la hematozxilina.

12.- 3x10 min. HyO corriente

13.- 5 min en etanol 80°

14.- 5 min en etanol 96°

15.- 2x10 min en etanol 100°

16.- 2x10 min en xileno

17.- Montado con medio de montaje
Resultados

Tine de azul oscuro numerosas estructuras y
tipos celulares. Destaca una buena tincién nuclear
y estructuras citoplasméaticas como mitocondrias,
citoesqueleto (células musculares) y otros orgénulos.
También la mielina de los nervios.

Consejos

Las estructuras que se tinen con este protocolo
pueden variar dependiendo de la diferenciacién. Por
ejemplo, si usamos una solucién de diferenciacion lig-
eramente acida deja como tltimas estructuras tenidas
a los niuicleos. Pero si usamos una solucion algo basica
o con hierro III (como la ferrocianuro potésico) el cito-
plasma y los organulos seran los tltimos en destenirse.
La solucién de sulfato amoénico de hierro esta entre es-
tos dos extremos.

Productos
Xileno
Etanol de 509, 702, 809, 962 y 100°

Hematoxilina
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Sulfato amoénico de hierro.12 HyO
H50 destilada

H5O corriente

Medio de montaje

Material

Cubetas de tincién

Cesta para portas

Cubreobjetos
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Figura 7: Secciones de parafina de 8 um de grosor tefiidas con hematoxilina de Heidenhain. Intestino grueso.

Figura 8: Secciones de parafina de 8 pm de grosor tenidas con hematoxilina de Heidenhain. Misculo estriado.

Atlas de la Universidad de Vigo E]



Técnicas histologicas. Protocolos. 20

— T = e 4 z -y, i b ‘,rw__\_-_'._h‘"__‘b

R e Yoz Br | o =5,
i == "' v _1 = =

B T, WA Y LR CEIN R -

Figura 9: Secciones de parafina de 8 um de grosor tenidas con hematoxilina de Heidenhain. Tegumento.
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9 Hematoxilina y eosina

La mayoria de las células y matrices extracelulares no
poseen un color propio por lo que su observacion di-
recta al microscopio Optico no permite observar sus
caracteristicas morfolégicas. Para poder observarlos
se emplean colorantes, sustancias dotadas de color que
se unen de manera mas o menos especifica a determi-
nadas estructuras del tejido.

Las tinciones generales se usan habitualmente en
los laboratorios de histologia para obtener una visién
general de las muestras de tejido. Normalmente com-
binan mas de un colorante. La tincién méas comun es
la que combina una sustancia como la hematoxilina y
el colorante acido eosina.

Procedimiento

Partimos de muestras que han sido fijadas e inclu-
idas en parafina. Estas muestras se han cortado en
secciones de unas 8 um de grosor y adheridas a por-
taobjetos recubiertos con gelatina-alumbre.

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar
2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en HyO destilada

7.- 5-10 min en Hematoxilina de Mayer

La hematoxilina no es un colorante en sentido es-
tricto sino que es la hemateina, su producto oxidado,
la que tenird sustancias como la cromatina del nicleo
y las grandes agregaciones ribosomales del citoplasma,
como las que se dan en el reticulo endoplasmdtico Tu-
goso.

8.- 15 min en agua corriente. Diferenciacién.
9.- 2x1 min en H5O destilada.

10.- 0.5 a 2 min en Eosina al 0.2 % en HyO desti-
lada.

La eosina, colorante acido, se une a elementos del
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citoplasma y de la matriz extracelular.

Se pueden usar tres tipos de eosina: eosina amaril-
lenta (CI 45380), eosina azulada (CI 45400) y eosina
soluble en alcohol (CI 45386). La primera es la mds
usada.

11.- Tiempo variable (unos cuantos segundos) en
70° para diferenciacién

El tiempo de diferenciacion depende de la inten-
stdad de tincion de eosina que queramos en nuestra
muestra. Se le pueden anadir unas gotas de acético.

12.- 20s en etanol 96°

13.- 2x3 min en etanol 100°

14.- 2x10 min en xileno

15.- Montado con medio de montaje
Resultados

Colégeno: rosa palido.

Muisculo: rosa fuerte.

Queratina: rojo intenso.
Citoplasma: rosado.

Ntcleos: azul oscuro o purpura (en realidad se tifie
s6lo la cromatina).

Eritrocitos: color cereza.
Consejos

Los fijadores dcidos dan mejores resultados para la
eosina, mientras que los fijadores que contienen acido
picrico favorecen una mejor tincién general. Los pro-
cesos de descalcificacién usand acidos fuertes provo-
can una pobre tinciéon nuclear.

La eosina es muy soluble en agua. Una tincién ex-
cesiva se puede disminuir con lavados prolongados en
agua.

Aunque la hematoxilina de Mayer es cominmente
usada, se pude cambiar por otros tipos de hematox-
ilina (ver recetas).

Productos

Xileno
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Etanol de 502, 709, 80°, 96° y 100° Material
Hematoxilina de Mayer Cubetas de tincién
Eosina acuosa al 0.2% Cesta para portas
H>O destilada Cubreobjetos

H-5O corriente

Medio de montaje
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Figura 10: Secciones de parafina de 8 pym de grosor tefiidas con hematoxilina y eosina. A) Vellosidades del intestino
delgado. B) Detalle del epitelio del digestivo. C) Hepatocitos. D) Papila fungiforme de la lengua.
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10 Hematoxilina, eosina, azul alcian

Este protocolo es util para poner de manifiesto el
cartilago y es especialmente 1util para diferenciar
cartilago hialino articular de hueso, puesto que la
matriz extracelular cartilaginosa se tine con el azul
alcidn. Pero también se usa para tenir células mucosas
como las del epitelio digestivo o las de las glandulas
mucosas de las glandulas salivales.

Procedimiento

Partimos de muestras que han sido fijadas e inclu-
idas en parafina. KEstas muestras se han cortado en
secciones de unas 8 um y adheridas a portaobjetos
recubiertos con gelatina.

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar
2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en HyO destilada

7. 15 min Azul Alcian pH 2.5

Preparacion de la solucion: Azul alcian (CI 74240)
1g + dcido acético al 3%, completar hasta 100 ml en
agua destilada.

8. 15 min en HyO destilada

9.- 5-10 min en Hematoxilina de Mayer

10.- 15 min en agua corriente. Diferenciacién.
11.- 2x5 min en HyO destilada

12.- 1 a 2 min en Eosina al 0.2 %

La eosina, colorante dcido, se une a elementos del
citoplasma y de la matriz extracelular.

Se pueden usar tres tipos de eosina: eosina amaril-
lenta (CI 45380), eosina azulada (CI 45400) y eosina
soluble en alcohol (CI 45386). La primera es la mds

usada.

13.- Tiempo variable en 70° para diferenciacién
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El tiempo de diferenciacion depende de la intensi-
dad de la tincion con eosina que queramos en nuestra
muestra. Se le pueden anadir unas gotas de acético.

14.- 5 min en etanol 96°

15.- 2x10 min en etanol 100°

16.- 2x10 min en xileno

17.- Montado con medio de montaje
Resultados

Citoplasma: rosado.

Ncleos: negro.

Hueso: azul intenso.

Colégeno: azul palido.
Glandulas mucosas: azul intenso.
Mastocitos: citoplasma azulado.
Consejos

El pH del Azul alcidn debe ser 2.5, comprobar siem-
pre antes de usarlo.

Hay que tener en cuenta que la tinciéon con azul
alcian es progresiva por lo que el tiempo de tincién
se podra ajustar a cada tejido. Por ejemplo, una col-
oracién éptima para cartilago articular puede ser de
uno 10 minutos.

Los fijadores acidos dan mejores resultados para la
eosina, mientras que los fijadores que contienen acido
picrico favorecen una mejor tincién general. Los pro-
cesos de descalcificaciéon provocan una pobre tincién
nuclear.

La eosina es muy soluble en agua. Una tincién ex-
cesiva se puede disminuir con lavados prolongados en
agua.

Si el xileno se vuelve lechoso tras la deshidratacién
es porque la deshidratacion no ha sido completa. Si
esto ocurre, se han de poner limpios el ltimo alco-
hol de 100° y el paso de xileno estropeado, volver las
secciones al alcohol de 50° y deshidratar de nuevo.

Aunque la hematoxilina de Mayer es comunmente
usada, se puede cambiar por otros tipos de hematox-

Gl



ilina (ver recetas).
Productos
Xileno
Etanol de 502, 70°, 80°, 90°, 96° y 100°
Azul alcidan (CI 74240)
Hematoxilina de Mayer
Eosina acuosa al 0.2%
Acido acético
H5O destilada
H5O corriente
Medio de montaje
Material
Cubetas de tincién
Cesta para portas

Cubreobjetos
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Figura 11: Secciones de hueso en la zona de la articulacién tenidos con hematoxilina eosina mas azul alcidn. El cartilago
articular (hialino) se puede distinguir claramente.
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Figura 12: Secciones de hueso en la zona de la articulacién tenidos con hematoxilina eosina més azul alcian. El cartilago
articular (hialino) se puede distinguir claramente.
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11 Naranja de acridina

El naranja de acridina es un colorante organico
catiénico fluorescente metacroméatico que se utiliza
para la tincién de acidos nucleicos y compartimentos
acidos como los lisosomas. Emite luz verdosa cuando
tinie al ADN y luz més anaranjada cuando se une a
ARN o tifie compartimentos acidos.

Procedimiento

Protocolo modificado por Zaira Salgueiro. Parti-
mos de muestras que han sido fijadas e incluidas en
parafina. Estas muestras se han cortado en secciones
de unas 8 pm y se han adherido a portaobjetos recu-
biertos con gelatina.

1. 2x10 min en xileno para desparafinar
2x10 min en etanol 100°

10 min en etanol 96°

10 min en etanol 80°

10 min en etanol 502

A T

5 min en HyO destilada

7. 10-20 s en naranja de acridina
Preparacion de la solucion de naranaja de acridina:
Naranja de acridina (CAS: 494-32-8) 26 mg
Acido acético 2 ml

H5 O destilada 98 ml

8. 1 min en alcohol salino

Preparacion de alcohol salino:

NaCl 0,9 g

Etanol 100° 2 ml

Hs5 O destilada 98 ml

9. 1 min en solucién salina

Preparacion de solucion salina:

NaCl 0,9 g

H5 O destilada 100 ml
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17. Montado con una gota de glicerol y un cubre-

objetos.

18. Observar con el microscopio de fluorescencia
Resultados

Ntcleos: verde brillante.

Compartimentos acidos: anaranjado-amarillento.
Consejos

Los pasos por alcohol salino y solucién salina son

esenciales para establecer la calidad e intensidad de
la tincién.

Productos

Xileno

Etanol de 502, 70°, 80°, 96° y 100°
Naranja de acridina (CAS: 494-32-8)
Na(Cl

Acido acético

H5O destilada

Glicerol

Material

Cubetas de tincion

Cesta para portas

Cubreobjetos
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Figura 13: Seccién de pancreas de ratén tenida con naranja de acridina. Obsérvese el contenido anaranjado de las células
y los nicleos verdosos.

Figura 14: Seccién de pulmén de ratén tenida con naranja de acridina. Obsérvese las células tenidas de amarillo-anaranjado
de la periferia, posiblemente mastocitos, y los niicleos verdes de todas las células.
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12 PAS - azul alcian

Este método de tincién se emplea para detectar
polisacaridos en tejidos, tanto glucégeno como mu-
copolisacaridos. También es una buena tincién para
membranas basales y cartilago. Cualquier fijador es
apropiado para esta técnica.

La combinacion del PAS con el azul alcian nos per-
mite distinguir a los mucopolisacaridos acidos, teniidos
con el azul alcidn, del resto de polisacaridos. Todos
los polisacaridos se tinen con el PAS.

Procedimiento

Partimos de muestras que han sido fijadas e inclu-
idas en parafina. KEstas muestras se han cortado en
secciones de unas 8 um y adheridas a portaobjetos
recubiertos con gelatina.

1.- Xileno para desparafinar, 2x10 min.
2.- Etanol 100°, 2x10 min.

3.- Etanol 96°, 10 min.

4.- Etanol 80°, 10 min.

5.- Etanol 502, 10 min.

6.- HoO destilada, 5 min.

7.- Azul alcidn al 1 %, 30 min.
Azul alcian:

1 g de azul alcian (C.1. 74240)
3 ml de dcido acético

97 ml de HO destilada

8.- HoO corriente, 3 min.

9.- Acido peryédico al 0.5 % en HoO destilada, 10
min.

10.- HoO destilada, 3x1m.

11.- Reactivo de Schiff durante 30 min en oscuridad
(el tiempo depende de la temperatura y del propio
reactivo; puede ser incluso 10 min).

Los grupos aldehidos reaccionan con el reactivo de
Schiff (acido sulfuroso con fucsina) resultando en un
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color rojo fucsia. Las secciones quedan de un color
rosado.

Se puede dar un paso con wuna solucion de
metabisulfito potdasico (o sdédico) al 0.5 % durante
2 minutos para eliminar los residuos de reactivo de
Schiff de la muestra.

12.- H5O corriente, 5 min.

13.- H2O destilada, varios lavados.

14.- Hematoxilina de Mayer, 5 min (es opcional).
15.- HoO corriente, 5 min (es opcional).
16.- HoO destilada, 20s (es opcional).
17.- Etanol 802, 5 min.

18.- Etanol 96°, 5 min.

19.- Etanol 1009, 2x10 min.

20.- Xileno, 2x10 min.

21.- Montado con medio de montaje
Resultados

Glicidos: rosa intenso a fucsia
Mucopolisacaridos acidos: azul
Consejos

El tiempo en reactivo de Schiff depende de la tem-
peratura y de las condiciones en las que se encuentre
el propio reactivo. Incluso se puede tenir en microon-
das durante menos de un minuto.

El reactivo de Schiff puede reutilizarse pero ha de
conservarse en nevera y llevarlo a la temperatura de-
seada antes de su uso.

El reactivo de Schiff debe conservar un color amar-
illento y hay que descartarlo si se vuelve de color
rosado. Si aparece precipitado blanco en el fondo del
bote de reactivo se puede disolver de nuevo.

Productos

Xileno

Etanol de 509, 802, 909, 962 y 100°
Azul alcian (C.I. 74240)
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Acido peryddico Material
Reactivo de Schiff Cubetas de tincién
(Opcional) Hematoxilina de Mayer Cesta para portas
Acido acético Cubreobjetos

H50 destilada
Agua corriente

Medio de montaje
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Figura 15: Seccién de parafina tenida con PAS-azul alcian. Se observan mucocitos epiteliales de color azul, lo que indica

que tiene sacédridos dcidos y otros rosados que son azticares PAS positivos. La imagen proviene del epitelio de una oreja
de mar (Haliotis).
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13 PAS - hematoxilina

Este método de tincion se emplea para detectar
polisacaridos en los tejidos, tanto glucégeno como mu-
copolisacaridos. También es una buena tincién para
membranas basales y cartilago. Cualquier fijador es
apropiado para esta técnica.

El mecanismo de coloracién de la tincién de PAS
no solo es por afinidad eléctrica, como los colorantes
habituales, sino que es una tincién histoquimica, es
decir, se realiza una modificacién quimica del tejido
previa a la coloraciéon. Es el acido peryddico quien
lleva a cabo esta reaccién histoquimica.

Procedimiento

Partimos de muestras que han sido fijadas e inclu-
idas en parafina. Estas muestras se han cortado en
secciones de unas 8 um y adheridas a portaobjetos
recubiertos con gelatina.

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar
2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en HyO destilada

7.- Acido peryédico al 0.5 % durante 5 min

Se oxzidan las uniones carbono-carbono de los
azucares para formar grupos aldehidos.

8.- Varios lavados en HoO destilada.

9.- Reactivo de Schiff durante 30 min en oscuridad
(el tiempo depende de la temperatura)

Los grupos aldehidos reaccionan con el reactivo de
Schiff (dcido sulfuroso con fucsina) resultando en un
color rojo fucsia. Las secciones quedan de un color
rosado intenso.

Se puede dar un paso con wuna solucion de
metabisulfito potdsico (o sddico) durante 2 minutos
para eliminar los residuos de reactivo de Schiff de la
muestra.
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10.- 5 min en agua corriente

11.- Varios lavados en HoO destilada
12.- 5 min en hematoxilina de Mayer
13.- 15 min en agua corriente

14.- 20 s en H,O20 destilada

15.- 5 min en etanol 80°

16.- 5 min en etanol 96°

17.- 2x10 min en etanol 100°

18.- 2x10 min en xileno

19.- Montado con medio de montaje
Resultados

Gluacidos: rosa intenso a fucsia

Ntcleos: azul oscuro (en realidad se tifie sélo la
cromatina)

Consejos

El tiempo en reactivo de Schiff depende de la tem-
peratura. Incluso se puede tenir en microondas du-
rante menos de un minuto.

El reactivo de Schiff puede reutilizarse pero ha de
conservarse en nevera y llevarlo a la temperatura de-
seada antes de su uso.

El reactivo de Schiff debe conservar un color amar-
illento y hay que descartarlo si se vuelve de color
rosado. Si aparece precipitado blanco en el fondo del
bote de reactivo se puede disolver de nuevo.

Productos

Xileno

Etanol de 509, 702, 809, 902, 96° y 100°
Acido peryédico al 5 %

Reactivo de Schiff

Hematoxilina de Mayer

H50O destilada

Agua corriente
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Medio de montaje
Material

Cubetas de tincién
Cesta para portas
Cubreobjetos
Estufa
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Figura 16: Secciones de parafina de 8 um de grosor tenidas con hematoxilina y eosina (izquierda) y con PAS y hematoxilina
(derecha). Las secciones pertenecen a campos similares del digestivo. La tincién de fucsia corresponde al reactivo de Schiff,
el cual marca mucopolisacdridos de las células caliciformes.
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14 Safranina - azul alcian o verde

rapido

Asi como para observar tejidos animales es impre-
scindible usar colorantes que diferencien el nticleo del
citoplasma, en el caso de los tejidos y érganos vege-
tales se usan colorantes con afinidad por las paredes
celulares. La tinciéon vegetal por excelencia se car-
acteriza por usar la safranina, que presenta afinidad
por las paredes lignificadas (paredes secundarias), y
un segundo colorante que puede ser el azul alcian o
en ocasiones el verde rapido, ambos con afinidad por
las paredes no lignificadas (paredes primarias).

Procedimiento

Partimos de muestras fijadas con FAA
(formaldehido, alcohol, acético) y cortadas en vi-
bratomo o en microtomo de congelacién, o de cortes
de inclusiones en parafina. Los cortes gruesos tendrian
un grosor minimo de 40-50 vym y se manipulan con
pincel, haciendo los pasos en los diversos liquidos en
pocillos pequenos con pequefio volumen. Los cortes
de parafina se procesan de manera convencional. Hay
que emplear tiempos diferentes segin el tipo de corte.

Safranina / azul alcidn

1. Etanol de 50°. 5 min.
2. Tincién en safranina. 1 min.
Safranina (C. I. 75100): 1 g.
Etanol 950: 15.5 ml.
H5O destilada: 14.5 ml.

Antes de wusar, mezclar esta solucion (solucion
madre) y etanol 50° (1:1).

3. H5O destilada. 4 x 20 s.

4. Tincién en azul alcian (1 %, pH 2.5). 3-5 min.
Azul alcian (C.I1. 74240): 1 g.

HyO: 97 ml.

Acido acético glacial 3 ml.

Poner en agitacion al menos una hora y posterior-
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mente filtrar. Se puede usar durante varios anos.
5. HyO destilada. 1 min.

6. Diferenciar con alcohol de 96° hasta que la mayor
parte del tejido adquiera color azul claro. Es con-
veniente controlar el proceso de diferenciacion bajo
lupa.

7. Etanol 100°. 1 min.
8. Xileno. 1 min.

9. Montado con cubreobjetos y medio de montaje.

Safranina / verde rdpido

1. Etanol de 50°. 5 min.

2. Tincién en safranina (1 %, pH 2.5). 3 - 5 min.
Safranina (C. 1. 75100): 1 g.

Etanol 95°: 15.5 ml.

H5 O destilada: 14.5 ml.

Antes de wusar, mezclar esta solucion (solucion
madre) y etanol 50° (1:1).

3. H5O destilada. 4 x 20 s.
4. Etanol 96°. lmin.
5. Tincién en verde rapido (1%). 60s.

Este colorante ”compite” con la safranina y por
tanto a mds tiempo menos color rojo de la safranina
quedard en la seccion.

Etanol 100°: 50 ml.

Esencia de clavo: 50 ml.

Verde rapido (C. 1. 42053): 1 g.
6. Etanol 100°. 1 min.

7. Xileno. 1 min.

8. Montado con cubreobjetos y medio de montaje.

Resultados

Paredes vegetales primarias: azul (con azul alcidn)
o verde (con verde rapido).

Gl



Paredes vegetales secundarias: rojo.
Paredes con suberina y cutina: rojo.
Consejos

Generalmente el protocolo rapido para obtencion
de cortes histolégicos vegetales supone el uso de vi-
bratomo o micrétomo de congelacién. Sin embargo, se
pueden obtener buenas tinciones y calidad del tejido
con inclusion en parafina y cortes por debajo de las
10 pm. ared vegetal es una barrera para el paso de
sustancias.

Productos

Xileno

Etanol de 509, 702, 90° y 100°
Acido acético glacial
Esencia de clavo

Safranina (C. I. 75100)
Azul alcian (C.I. 74240)
Verde rapido (C. 1. 42053)
H-50O destilada

Medio de montaje
Material

Placa de ceramica excavada
Pinceles

Portaobjetos

Cubreobjetos

Agitador magnético
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Figura 18: Corte en vibratomo tenido con safranina / verde répido. (Imagen cedida por Rafael Alvarez Nogal. Departa-
mento de Biologia molecular. Universidad de Ledn).
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15 Safranina de Johansen - verde

rapido

Asi como para observar tejidos animales es impre-
scindible usar colorantes que diferencien el nticleo del
citoplasma, en el caso de los tejidos y érganos vege-
tales se usan colorantes con afinidad por las paredes
celulares. La tincidon vegetal por excelencia se car-
acteriza por usar la safranina, que presenta afinidad
por las paredes lignificadas (paredes secundarias), y
un segundo colorante que puede ser el azul alcian o
el verde rapido, ambos con afinidad por las paredes
no lignificadas (paredes primarias). La safranina O de
Johansen combinada con el verde rdpido es una buena
técnica para tenir tejidos vegetales y diferenciar entre
paredes celulares primarias y secundarias.

Procedimiento

Partimos de muestras fijadas con FAA
(formaldehido, alcohol, acético) e incluidas en
parafina. Los cortes tendran un grosor de 5 a 10 pm.
También podemos tenir cortes gruesos obtenidos
con vibratomo o microtomo de congelacién, pero
entonces hay que ajustar los tiempos.

1. 2x10 min en xileno para desparafinar
2x10 min en etanol 100°

10 min en etanol 96°

10 min en etanol 80°

10 min en etanol 50°

5 min en HyO destilada

A

24 h en safranina O de Johansen.

2-metozietanol (Etilen glicol monometil éter): 50
ml

Etanol 100°: 25 ml
H5 O destilada: 25 ml
Acetato sddico: 1 g

Disolver

Formol 87 % (formalina): 2 ml
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Safranina O (C.1. 50240): 1 g
8. 2 x 5 min en HyO destilada.

9. 10 s en etanol 96° + 0.5 % de 4cido picrico o
acido clorhidrico en agitacion suave.

10. 10 s en etanol 96° + 4 gotas de hidréxido
amoénico en agitacién suave.

11. 10 s en etanol 100° en agitacién suave.

La tincion con safranina es regresiva, luego la in-
tensidad de color rojo se controla con los tiempos en
los tres pasos anteriores. Si son demasiado largos la
coloracion se puede perder por completo.

12. 20 s en verde rapido con agitacion suave.

2-metozietanol (Etilen glicol monometil éter): 33.3
mi

Etanol 100°: 33.3 ml
Metil salicilato: 33.3 ml
Verde rapido FCF (C.1. 42053): 0.05 g

13. 5 a 10 s en solucién de aclarado diluida con
agitacion suave.

Solucion de aclarado diluida

Solucidon de aclarado (ver mds abajo): 50 ml
Etanol 100°: 25 ml

Xileno: 25 ml

14. 10 s en solucién de aclarado con agitacion suave.
Solucion de aclarado

Metil salicilato: 50 ml

Etanol 100°: 25 ml

Xileno: 25 ml

15. 2x10 min xileno

16. Montado en medio de montaje.
Consejos

El control de los tiempos en los pasos del protocolo
tras los colorantes es fundamentales para una buena
tincién.
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La safranina es una tincién regresiva luego el grado
de tincién se controla con el tiempo de lavado en
los alcoholes posteriores, mientras que el grado de
coloracién con verde rapido se consigue variando el
tiempo en el propio colorante.

Al ser conveniente una agitacién suave en cada paso
de aclarado, la tincién ha de hacerse individualmente
a cada portaobjetos.

Productos

Xileno

Etanol de 509, 702, 90° y 100°
Acetato sédico

Acido clohidrico

Safranina O (C.I. 50240)
Formol 37%

2-metoxietanol

Metil salicilato

Verde réapido FCF (C.I. 42053)
Solucién saturada de acido picrico
Hidréxido aménico

H50O destilada

Medio de montaje

Material

Cubetas de tincién

Pinzas

Portaobjetos

Cubreobjetos

Botes para almacén de soluciones
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Figura 20: Corte en parafina de una hoja de roble teniido con safranina de Johansen-verde rapido
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Figura 21: Corte en parafina de una hoja de roble tenido con safranina de Johansen-verde réapido
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16 Tinciéon de Nissl

La tincién de Nissl es muy usada en tejido nervioso,
sobre todo en encéfalo y médula espinal, para estudiar
la organizacién de las neuronas en ntcleos y capas,
aunque sirve para cualquier tejido. Tifie estructuras
acidas como el ntcleo y los camulos de ribosomas. FEl
colorante en el que se basa la tincion es normalmente
el azul de toluidina o el violeta de cresilo. El maés
usado es el violeta de cresilo, que es el que se describe
mas abajo.

En el citoplasma de las neuronas aparecen unas es-
tructuras fuertemente tenidas con esta tincién denom-
inadas cuerpos de Nissl, que se corresponden con acu-
mulaciones de reticulo endoplasmatico rugoso. Aqui
se tinen el ARN ribosémico y el ARN mensajero que
se estd traduciendo.

Procedimiento

Partimos de muestras fijadas con formaldehido (fi-
jador Bouin o paraformaldheido) e incluidas en para-
fina.

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar

2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en HyO destilada

7.- 5-10 min solucién de violeta de cresilo al 0.1 %

Hay varias maneras de preparar el violeta de cre-
silo:

a) 0.1 g de wvioleta de cresilo en 100 ml de agua
destilada. Justo antes de usar se anaden unas gotas
de dcido acético glacial y se filtra.

b) 0.1 g de violeta de cresilo en 100 ml de agua
destilada, mds 0.25 ml de dcido acético glacial. Dis-
olver a 60 °C hasta la disolucién del violeta de cresilo.
Guardar en oscuridad y filtrar antes de usar.

¢) Tampdn acetato: Solucion A: 0.6 ml de dcido
acético en 100 ml de agua destilada; solucion B: 1.36
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g de acetato sodico en 100 ml de agua destilada.
Mezclar las soluciones A y B en una proporcion de 9
al(9deAyldeB)y ajustar el pH a 3.7. Mezclar
violeta de cresilo al 1 % en agua destilada y tampdn
acetato en una proporcion de 1:1. Filtrar y usar.

En el caso de que sean secciones gruesas se puede
usar la solucién calentada a 37 2C.

8.- Lavado rapido en HoO destilada.

9.- Diferenciar en etanol de 96° durante varios min-
utos y comprobar el proceso con el microscopio.

10.- 2x10 min en etanol 100°.

11.- 2x10 min en xileno.

15.- Montado con medio de montaje.
Resultados

Ntcleos: rosa - violeta.

Reticulo endoplasmatico rugoso: purpura.
Consejos

La calidad de la tincién depende del tiempo de
diferenciacién durante la deshidratacion final, luego
los tiempos en estos alcoholes afectaran al resultado
final.

Si permanecen en el tejido gotas de lipidos o mielina
(cortes de vibratomo, microtomo de congelacién o
de criostato), y no se quiere que interfieran con la
tincion de los cuerpos celulares, las secciones pueden
deshidratar en etanol creciente y volver a hidratar
para eliminar tales lipidos.

Productos

Xileno

Etanol de 50°, 70°, 80°, 902, 96° y 100°
Violeta de cresilo

Acido acético

Acetato sédico

H5O destilada

Medio de montaje

Material
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Figura 22: Seccién de corteza dorsal de ratén tenida con

violeta de cresilo.
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Figura 23: Imagen de motoneuronas de la médula espinal de rata. Los grumos oscuros que aparecen en el citoplasma son
los cuerpos de Nissl.
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17 Tincion de Woelcke

Esta tincién se usa para tenir la mielina del sistema
nervioso central, aunque no sirve para la del sistema
nervioso periférico. Es 1til en estudios de alteraciones
de los tractos nerviosos o del tejido nervioso en gen-
eral. También se emplea en casos de muerte celular
puesto que las neuronas degeneradas aparecen com-
pletamente negras, mientas que en las sanas sélo se
tine el ntcleo.

Procedimiento

Partimos de muestras que que han sido fijadas en
formol o Bouin e incluidas en parafina. Estas mues-
tras se han cortado en secciones de unas 8 pym y ad-
heridas a portaobjetos recubiertos con gelatina.

1. 2x10 min en xileno para desparafinar
2x10 min en etanol 100°

10 min en etanol 96°

10 min en etanol 80°

10 min en etanol 502

St W N

5 min en HyO destilada.

7. 16-18 h en solucién de sulfato férrico amodnico al
2,5 % en HoO destilada.

Solucion de sulfato férrico amdnico 2.5 g en 100
ml de agua destilada. Hay que usar el mortero para
triturar y disolver bien los cristales y asegurarse de
que la solucion tiene un color violdceo.

8. 1.5 a 2 h en solucién de trabajo de hematoxilina.

(a) Hematoxilina alcohdlica: 10 g de hematozilina
en 100 ml de etanol 100°.

(b) Solucion saturada de carbonato de litio: 1,45 g
de carbonato de litio en 99 ml de Hy O destilada.

Solucion de trabajo de hematoxilina: 45 ml de Hy O
destilada + 10 ml de (a) + 7 ml de (b).

Preparar la solucion de trabajo de hematoxilina
siguiendo el orden indicado. No agitar demasiado
para mezclar los 3 componentes.
puede usar durante una semana aprorimadamente.

FEsta solucion se
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9. Etanol de 80° hasta aclarar el fondo. El
tiempo depende del proceso de aclarado del color de
la tincion.

10. 5 min en etanol 96°

11. 2x10 min en etanol 100°

12. 2x10 min en xileno.

13. Montado con medio de montaje.
Resultados

Glia y nucléolo: negros.

Vainas de mielina: azul oscuro.
Neuronas en degeneracién: soma negro.
Fondo: claro.

Consejos

Es importante no sobretenir con la hematoxilina
puesto que se tendria una tincién de fondo muy oscura
que oculta la mielina.

Los tiempos en los alcoholes puede variar para con-
seguir la tincién deseada, sobre todo el etanol de 80°
tras la solucion de trabajo de hematoxilina.

Productos

Xileno

Etanol de 50°, 70°, 80°, 902, 96° y 100°
Hematoxilina cristalizada (C.I. 75290)
Sulfato férrico amoénico

Carbonato de litio

Medio de montaje

Material

Cubetas de tincion

Cesta para portas

Mortero

Cubreobjetos
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Figura 24: Secciomes de 8 um de grosor tenidas con la el protocolo de Woelcke, usado para resaltar las vainas de mielina
en un cerebro de rata.
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18 Tricromico de Gomori

Esta tincién se usa para destacar el tejido muscular
v el tejido conectivo propiamente dicho.

Procedimiento

Partimos de muestras que han sido fijadas en formol
o Bouin e incluidas en parafina. Estas muestras se
han cortado en secciones de unas 8 pm y adheridas a
portaobjetos recubiertos con gelatina.

1. 2x10 min en xileno para desparafinar.
2x10 min en etanol 100°

10 min en etanol 96°

10 min en etanol 80°

10 min en etanol 502

S gtk N

5 min en agua destilada.

7. 1h en liquido de Bouin a 56-60 °C, o 24 h a
temperatura ambiente.

La solucion de Bouin actia como mordiente.

8. Varios lavados en HoO destilada hasta que desa-
parezca el color amarillo.

9. 10 min en hematoxilina de Weigert.

Si la solucion es vieja puede ser necesario incre-
mentar el tiempo de tincion.

10. 5-10 min en agua corriente.

Si las muestras pierden su color o se tinen
débilmente, se puede volver a la Hematoxilina férrica
de Weigert durante 5 minutos mds. Se puede com-
probar la tincion mirando por el microscopio.

11. 15 min en solucién tricrémica.
Solucion tricromica:

0.6 g cromo2R (CI 16570).

0.3 g verde luz (CI 42095).

0.8 g dcido fosfotingstico.

1 ml dcido acético glacial.
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Hasta 100 ml de agua destilada.
12. 1 min en 4cido acético al 1 %.

Este es un paso de diferenciacion. Si las muestras
no estan bien tenidas o mo hay suficiente coloracion
roja en la muestra, las secciones se pueden dejar mds
tiempo en la solucion tricomica.

13. 30 s en HoO destilada
14. 1 min en etanol 100°
15. 1 min en etanol 100°
16. 2 min en xileno

16. 3 min en xileno

17. Montado de las secciones

Resultados

Colageno: verde oscuro-celeste.
Misculo: rojo.

Citoplasma: rosado.

Nicleos: negro.

Consejos

La hematoxilina férrica de Weigert como solucion
de trabajo no debe estar méas de 10 dias preparada,
dado que pierde efectividad. También es recomend-
able filtrarla antes de ser utilizada, para evitar posi-
bles artefactos.

La solucién tricémica debe tener un pH de 2, para
una mejor tincién.

La diferenciacién con el dcido acético se puede hacer
con menos concentraciones de acético para controlar
mejor la diferenciacién.

La deshidratacién final debe ser rapida para que
no se pierda el colorante.

Productos
Xileno

Etanol de 50°, 70°, 80°, 90°, 96° y 100°



Hematoxilina de Weigert
Bouin

Cromo2R (CI 16570)
Verde luz (CI 42095)
Acido fosfotingstico

Acido acético glacial

Material

Cubetas de tincién
Cesta para portas
Vasos de precipitado
Agitador magnético
Botes para colorantes

Cubreobjetos
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Figura 25: Seccion de parafina de 8 ym de grosor tenida con tricrémico de Gomori, en oreja de rata.

Atlas de la Universidad de Vigo



Técnicas histologicas. Protocolos. 51

Figura 26: Seccion de parafina de 8 ym de grosor tenida con tricromico de Gomori, en oreja de rata.
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19 Tricromico de Masson

Como su nombre indica, esta tinciéon emplea tres
colorantes. Son la hematoxilina, la fucsina y el
verde luz. Es muy util para poner de manifiesto
las fibras de coldgeno, y el conectivo en general, en
comparacién con las células musculares o epitelios. Se
emplea mucho en la diagnosis de procesos tumorales.
Hay muchas variantes de esta tincién adaptadas a las
necesidades particulares de cada laboratorio.

Procedimiento

Protocolo modificado por Serxio Ferndndez Fi-
dalgo.
en solucién de Bouin e incluidas en parafina. Se han
obtenido secciones de unas 8 ym adheridas a portaob-
jetos recubiertos con gelatina.

Partimos de muestras que han sido fijadas

1. 2x10 min en xileno para desparafinar
2x10 min en etanol 100°

10 min en etanol 96°

10 min en etanol 80°

10 min en etanol 502

S vk W N

5 min en HyO destilada

Si el tejido no se ha fijado con BOUIN es recomend-
able sumergir las secciones en solucion de Bouin, el
cual actia como mordiente, durante 24 h a temper-
atura ambiente o 1 h a 56 - 60 °C.

7. 3x3 min en HyO destilada.

8. 5 min en Hematoxilina férrica de Weigert (10
min si el colorante lleva més de 5 dias hecho).

9. 5 min en agua corriente para diferenciacién.

Cuando se aprecie el viraje de color se puede com-
probar si la tincion es adecuada al microscopio, pudi-
endo volver a meter las muestras en la hematozilina
st no es suficientemente intensa.

10. 3 min lavado en HyO destilada.
11. 5 min en fucsina-escarlata.

Preparacion de Fucsina-FEscarlata:
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90 ml de Escarlata de Biebrich (C.1. 26905) al 1%
en HoO destilada.

9 ml de fucsina dcida en solucién acuosa al 1% en

H5 O destilada.
1 ml de dcido acético glacial.
12. 2 min lavado en HyO destilada.

Este es otro paso en el que se puede comprobar si
la coloracion es satisfactoria, teniendo en cuenta que
tendrd un color algo mds oscuro e impreciso ya que
la diferenciacion se realiza varios pasos mds adelante.
St la tincion es muy clara se devuelven las muestras a
la fucsina-escarlata, pero si es excesiva, con dejar las
muestras en agua mds tiempo es suficiente para decol-
orar, ya que se va perdiendo colorante con el tiempo.

13. 15 min en &cido fosfomolibdico al 5% en agua
destilada.

Es imprescindible para que el verde luz tina correc-
tamente el tejido. Es recomendable que la disolucion
de dcido fosfomolibdico sea fresca y usarla muy pocas
veces. FEste paso también elimina color de la fucsina-
escarlata de las secciones por lo que hay que tenerlo
en cuenta en los pasos previos. Si no se ve una buena
tincion se puede volver a pasos anteriores.

14. 10 min en verde luz (CI 42095) al 2 % (puede
ser sustituido por azul de anilina).

Verde luz (CI 42095) 2 g mds dcido acético glacial
2 ml en 100 ml de Hy O destilada.

15. Unos segundos en agua destilada.

Podremos distinguir a simple vista st el tejido ha
captado suficiente colorante, o también se puede o0b-
servar al microscopio si se prefiere. En caso de que no
se haya tenido adecuadamente se puede retroceder sin
problemas y volver a tenir con verde luz, pero siem-
pre pasando antes por el dcido fosfomolibdico. Si la
tincion es excesiva no hay mayor problema ya que
la diferenciacion con agua acidificada y el alcohol de
96° con el que se comienza la deshidratacidn van re-
duciendo el verde luz. Asi que con alargar estos pasos
seria suficiente.

16. 3 min de diferenciacién con acido acético al 1%
en H5O destilada.

Gl



Con 1 min es suficiente si las muestras no llevan
un exceso de verde luz. Mads tiempo puede decolorar
demasiado.

17. Deshidratado rapido, unos segundos, en etanol
de graduacién creciente: 809, 962 y 100°

El paso de etanol de 96° debe durar sélo unos pocos
sequndos, comprobando siempre que las partes tenidas
con fucsina-escarlata vayan virando adecuadamente
a un color mas rosado y claro, pero no demasi-
ado tiempo ya que decoloraria demasiado las partes
tenidas con verde luz. Para un buen contraste es im-
prescindible realizar bien este paso. St por cualquier
razon la tincion mo nos parece adecuada se puede
volver atras y repetir cualquiera de los pasos con col-
orantes, incluso desde la hematoxilina pero siempre
continuar a partir de ese paso stquiendo todos los
demds. Como las muestras se habrdn deshidratado
un poco con el alcohol de 96° antes de nada habrd que
meterlas en Hy O destilada para rehidratarlas y poder
volver a pasos anteriores.

18. 2x10 min en xileno.

19. Montado con medio de montaje.

Resultados

Colégeno: verde azulado.
Mtsculo: rojo, marrén.
Citoplasma: rosado.
Ntcleos: negro.

Citoplasma: rosado.

Consejos

En este protocolo se puede volver hacia atras sin
problemas, pero no mas de tres o cuatro veces puesto
que el tejido va perdiendo la capacidad de retener los
colorantes.

Productos
Xileno

Etanol de 50°, 70°, 80°, 90°, 96° y 100°
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Hematoxilina férrica de Weigert
Fucsina escarlata

Acido fosfomolibdico al 5 %
Verde luz

H50O destilada

H5O corriente

Medio de montaje

Material
Cubetas de tincién
Cesta para portas

Cubreobjetos
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Figura 27: Seccién de parafina de 8 pm de grosor tenidas con tricrémico de Masson. Zona profunda de la lengua de rata.
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20 Tricrémico de van Gieson

Es una tincién donde se combina la tincién nuclear
mediante la hematoxilina férrica de Weigert con la
mezcla acido picrico-fucsina acida, la cual permite
diferenciar cromaticamente las fibras coldgenas del
tejido conjuntivo.

Procedimiento

Cualquier fijador es valido para esta tincion. Las
muestras se incluyen en parafina y se cortan en sec-
ciones de unas 8 pm que se adhieren a portaobjetos
recubiertos con gelatina.

1. 2x10 min en xileno para desparafinar.
2x10 min en etanol 100°

10 min en etanol 96°

10 min en etanol 80°

10 min en etanol 502

A T o

5 min en HyO destilada

7. 10 min en hematoxilina férrica de Weigert (este
colorante esta formado por dos soluciones que se mez-
clan en el momento de la tincién: ver documento con
recetas).

8. 5 min en HyO corriente

9. 1 min en HyO destilada

10. 4 a 5 min con picrofucsina de Van Gieson.
Picrofucsina de Van Gieson

Solucion A. Fucsina dcida 1%.

1 g de fucsina dcida (C.1. 75290).

100 ml de Hy O destilada

Solucion B. Solucion acuosa saturada de dcido
picrico.

Solucion de trabajo.
1 ml de solucion A.

45 ml de solucion B.

La solucion de trabajo se realiza en el momento de
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la tincion aunque se puede dejar madurar unas se-
Segin el caso, el tiempo de tincidn puede
variar. De cualquier manera, antes de su uso se le
agregan 0.25 ml de dcido clorhidrico. Tras la col-
oracion con esta mezcla no se debe lavar con agua
normal ya que ocasiona una coloracion mas débil, y es
por ello que se recomienda usar el agua acidificada.

manas.

11. 2 x 30 s en HyO acidificada.
Preparacion del Hy O acidificada:
0.5 ml de dcido acético

100 ml de Hy O destilada

12. 3 x 1min en etanol 100°

13. 2 x 5 min en xilol.

14. Montado con medio de montaje.

Resultados

Colageno: rojo rosado.

Misculo: amarillo anaranjado.
Citoplasma: amarillo anaranjado.

Ntcleos: negro azulado.

Productos

Xileno

Etanol de 50°, 70°, 809, 902, 96° y 100°
Hematoxilina de Weigert

Fucsina dcida (C.I. 75290)

Acido picrico

Acido acético

Acido clohidrico

H5O destilada

H5O corriente

Medio de montaje
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Material
Cubetas de tincién

Cesta para portas, Cubreobjetos
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Figura 28: Seccién de 8 pm de grosor de una muestra incluida en parafina tenida con tricrémico de Van Gieson. Zona
profunda de la dermis.
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21 Impregnacion de Golgi en corte

La observacion de las neuronas tiene la complicacion
de que es muy dificil poner de manifiesto sus arboles
dendriticos y axénicos. Mediante la técnica de Golgi,
que es un impregnacién de plata, se pueden obser-
var neuronas individuales, tanto el soma como sus
dendritas y axones. Esta técnica tiene la peculiari-
dad de que sélo revela un pequeno porcentaje de las
neuronas, con lo cual se pueden estudiar de manera
practicamente individualizada. También es capaz de
impregnar a los astrocitos. La base quimica de esta
reaccion es desconocida, asi como el porqué unas neu-
ronas se impregnan y otras no. Esta técnica permitio
observar por primera vez la morfologia de las neu-
ronas.

La impregnacién de Golgi se aplica a bloques de
tejido nervioso relativamente gruesos (0,5 a 1 cm
aproximadamente). A continuacién describimos una
adaptacién de esta técnica a cortes gruesos de unos
100 100 pum de grosor.

Procedimiento

Partimos de cerebros o médula espinal que han sido
fijadas preferentemente con paraformaldehido tam-
ponado al 4 %. El tejido se corta en un vibratomo
en secciones de 100 a 300 um de grosor. Los cortes se
usan en flotacién y pueden quedar en nevera durante
dias antes de su uso.

1.- 10 min tetréxido de osmio al 1 % en tampdn
fosfato (PB 0.1 M pH 7.3)

El tetroxido de osmio es muy toxico y voldtil, luego
su manejo ha de hacerse en campana extractora y con
guantes. Una vez usado es necesaria su inactivacion
con aceite de maiz.

2.- 2x10 min en PB.

3.- 2-3 horas en dicromato potdsico al 3.5 % en agua
destilada.

4.- Montado de los cortes en un portaobjetos con
un pincel.

5.- Eliminacién del exceso de dicromato potasico
con un papel del filtro, sin que el corte se llegue a
secar.
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6.- Colocacion de un cubreobjetos sobre la seccion
procurando que no queden burbujas entre el cubre y
la superficie de la seccion.

7.- Anadir entre el portaobjetos y el cubreobjetos,
por capilaridad, nitrato de plata al 1.5 %. La solucién
debe tocar los bordes del corte, pero no las superficies
de corte.

Con una micropipeta se anaden lentamente gotas
de la solucion de manera que se extiendan por capi-
laridad.

8.- Colocar en camara hiimeda y en oscuridad hasta
la aparicion de las neuronas impregnadas.

El tiempo de impregnacion es variable y puede durar
desde varias horas hasta uno o dos dias. De cualquier
manera el desarrollo de la reaccion se puede contro-
lar con el microscopio y se detiene cuando se estime
oportuno.

9.- Deshidratacién muy rapida. Varios segundos en
etanol de 502, 809 962 y 100°

Para que la impregnacion se mantenga intensa y
duradera es preciso hacer una deshidratacion rdpida,
aunque no debe quedar agua. Tras ello se incluyen
las secciones en resinas de tipo epory empleadas en
las técnicas de microscopia electronica.

10.- 2x5 min en 6xido de propileno.

11.- Resina tipo epoxy toda la noche a temperatura
ambiente.

12.- 48 h polimerizacién a 60 °C

Las secciones se colocan sobre un portaobjetos, se
anade la resina y se cubren con un cubreobjetos. Se
pueden colocar algo de peso sobre el cubreobjetos
para que las secciones queden bien estiradas.

Resultados

Neuronas: marrén oscuro a negro. Astrocitos:
marrén oscuro a negro. Resto de tejido. marrén muy
claro, anaranjado pélido. Vasos sanguineos: a veces
se marca el endotelio de color oscuro.



Consejos

El tiempo en tetréxido de osmio parece afectar a
la cantidad y rapidez de neuronas marcadas pero es
variable para cada muestra.

Es importante que la solucién de nitrato de plata
sea transparente, nada de turbidez, lo que indica que
la solucién estd en buen estado.

La permanencia prolongada en los alcoholes du-
rante la deshidratacién (méas de dos o tres minutos)
atenua el marcaje

El montaje con medios de montaje convencionales
usados tras el xileno no permite la perdurabilidad de
la impregnacién y termina por desvanecerse.

Productos

Etanol de 50°, 702, 809, 902, 96° y 100°
Tetréxido de osmio

Dicromato potasico

Nitrato de plata

Resina tipo epoxy

H-50 destilada

Material
Camara himeda
Cubreobjetos
Papel de filtro
Pinceles

Estufa a 60 °C

Aceite de maiz
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Figura 29: Neuronas impregnadas por el método de Golgi en corte
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Figura 30: Neuronas (B) y células gliales impregnadas por el método de Golgi en corte
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22 Nitrato de plata

El protocolo de impregnacion de nitrato de plata se
utiliza para poner de manifiesto tractos de fibras y
cuerpos celulares en el sistema nervioso. La técnica
se realiza sobre muestras de cerebro o médula espinal
de unos milimetros de espesor.

Procedimiento

En esta técnica es importante el fijador usado.

1.- Fijador. 16-18 h en refrigerador por inmersion.
Hidrato de cloral 4 g

Etanol 100 °C 20 ml

Agua destilada 25 ml

Amoniaco para ajustar el pH a 8,6

2.- Etanol absoluto 24 h.

3.- Nitrato de plata 1.5 % en agua destilada 5 dias
a 37 °C en oscuridad.

4.- Agua destilada, dos lavados de 30 segundos.
5.- Reduccién. 24 h a temperatura ambiente.
Hidroquinona 0.5¢

Agua destilada 40 ml

Formol 3.5 ml

6.- Etanol 70° 3 x 1 min.

7.- Inclusién en parafina.

8.- Secciones a 10 pm.

9.- Desparafinado y deshidratacion con tiempos cor-
tos, no més de 5 min en cada paso.

Se puede dar un contraste con hematozilina durante
la hidratacion para resaltar los nicleos de las neu-
ronas y glia, y ast ver los tractos de fibras en el con-
texto de las diferentes regiones nerviosas.

10.- Deshidratacion y montaje.

La deshidratacion debe ser rdpida, mo mds de 5
min por alcohol y liquido intermediario. El medio
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de montaje puede afectar a la calidad de la impreg-
nacton. Un buen resultado se consigue mediante el
uso como medio de montaje a resinas tipo epoxy
(empleadas en las inclusiones para microscopia
electrénico) y como liquido intermediario al dzrido de
propileno. En estos casos hay que solidificar el medio
de montaje mediante polimerizacion a 60 °C durante

2/ h.

Resultados
Neuronas: marrén palido con nucléolo patente.

Fibras (axones): negro, marrén.

Consejos

Los resultados son muy variables, es recomendable
usar productos de buena calidad.

El tiempo de reduccién es variable y se decide ter-
minarlo en funcién del color de la pieza.

No es recomendable usar piezas muy grandes, no
méas de 1 centimetro de tamaio.

Los procesos de eliminnaciéon de parafina, hidrat-
acién, deshidrataciéon y montado de secciones han de
ser rapidos.

Productos

Etanol de 509, 702, 809, 902, 96° y 100°
Hidrato de cloral

Nitrato de plata

H5O destilada

Amoniaco

Hidroquinona

Formol

Oxido de propileno

Resina tipo epoxy

Material
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Recipientes y viales

Estufa a 60 °C
Estufa a 37 2C
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Figura 31: Técnica de nitrato de plata en cerebro. (Imdgenes cedidas por la Dra. Rosa Alvarez Otero. Depto. Biologia
Funcional y Ciencias de la Salud. Universidad de Vigo)
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cedidas por la Dra. Rosa Alvarez Otero. Depto. Biologia

agenes

Im

Funcional y Ciencias de la Salud. Universidad de Vigo)

Figura 32: Técnica de nitrato de plata en cerebro. (
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23 Gomori-argéntica

Esta impregnacién argéntica se utiliza para poner
de manifiesto a las fibras reticulares, las cuales son
facilmente observables en los tejidos linfoides y en la
médula Osea.

Procedimiento

Partimos de muestras que han sido fijadas e inclu-
idas en parafina. Estas muestras se han cortado en
secciones de unas 8 um de grosor y adheridas a por-
taobjetos recubiertos con gelatina-alumbre.

1.- 2x10 min en xileno para desparafinar
2.- 2x10 min en etanol 100°

3.- 10 min en etanol 96°

4.- 10 min en etanol 80°

5.- 10 min en etanol 50°

6.- 5 min en H>O destilada

7.- 1-2 min de oxidacién en permanganato potasico
al 1 % en HsO destilada

8.- Varios lavados en H20 destilada.

9.- 1 min de blanqueo en metabisulfito potésico al
3 % en HyO destilada

10.- 5 min de lavado con HsO corriente abundante

11.- 1 min en solucién de alumbre férrico al 2 % en
H50O destilada (solucién recién preparada).

12.- 10 min de lavados con agua corriente.
13.- 2 x 2 min lavados en HoO destilada.

14.- 1 min de incubacion en el complejo argéntico
(solucién recién preparada).

El complejo argéntico estd formado por plata amo-
niacal diluida 1:1 en Ho O destilada. Preparacion: 10
ml de solucidon de nitrato de plata al 10 %, 2 ml de
hidrézido de potasio al 10 %. Se forma un precipitado
que se disuelve con amoniaco concentrado. Tras tener
la solucion clara se aniade mds nitrato de plata hasta
que empiece a haber precipitado de nuevo. Entonces
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preparar el complejo argéntico.

15.- 10 s de lavado con HoO destilada (sacar y meter
las secciones)

16.- Reducir con formol (formaldehido al 10 %) De-
terner la reduccién mediante observacion.

17.- 5 min de lavado en H>O corriente.
18.- 1 min en metabisulfito potasico al 1
19.- 1 min en tiosulfato sédico al 1
20.- 5 min de lavado en agua corriente.
21.- 1 min en HyO destilada.

22.- 5 min en etanol 50°

23.- 5 min en etanol 70°

24.- 5 min en etanol 80°

25.- 5 min en etanol 96°

26.- 2x5 min en etanol 100°

27.- 2x5 min en xileno

28.- Montar con medio de montaje.

Resultados
Fibras reticulares: negras.

Colageno: amarillento.

Consejos

Uno de los pasos criticos para tener una buena col-
oracién es el tiempo de reduccién con formol, el cual
debe determinarse empiricamente.

Es también importante que el paso previo a la
reduccién sea muy rapido.

Productos
Xileno
Etanol de 502, 702, 80°, 96° y 100°

Permanganto potasico al 0.5 %
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Metabisulfito potdsico al 3 % y al 1 %
Alumbre de hierro al 2

Nitrato de plata al 10 %

Hidréxido potésico al 10 %

Amoniaco concentrado

Tiosulfato sédico al 1 %

H50 destilada

H-5O corriente

Medio de montaje

Material

Probetas, frascos y botellas
Cubetas de tincién

Cesta para portas

Cubreobjetos
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Figura 33: Secciones de parafina de 8 pm de grosor de un ganglio linfatico impregnadas con el protocolo de Gomori para
fibras reticulares.

Figura 34: Secciones de parafina de 8 pm de grosor de un ganglio linfatico impregnadas con el protocolo de Gomori para
fibras reticulares.
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Figura 35: Secciones
fibras reticulares.

Figura 36: Secciones de parafina de 8 pm de grosor de un ganglio linfatico impregnadas con el protocolo de Gomori para
fibras reticulares.
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Figura 37: Secciones de parafina de 8 pm de grosor de un ganglio linfatico impregnadas con el protocolo de Gomori para
fibras reticulares.
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24 NADPH diaforasa

La actividad NADPH-diaforasa es el nombre genérico
que se aplica para cualquier enzima con la capacidad
de transferir electrones entre el NADPH o NADH y
distintos aceptores, entre los que se encuentran las
sales de tetrazolio. Las sales de tetrazolio reduci-
das forman moléculas insolubles y azuladas llamadas
formazanos. Asi, esta técnica pone de manifiesto
cualquier deshidrogenasa que utilice NADPH como
donador de electrones y sales de tetrazolio como acep-
tor. Por ejemplo, se ha usado para poner de mani-
fiesto la succinato deshidrogenasa.

En el sistema nervioso central esta técnica pone
de manifiesto diversas poblaciones de neuronas que
expresan la enzima éxido nitrico sintasa neuronal,
la cual produce 6xido nitrico, considerado como un
neurotransmisor atipico. Pero también detecta la
enzima O6xido nitrico sintasa endotelial en los vasos
sanguineos del encéfalo. Por tanto estas enzimas
poseen activada deshidrogenasa. La equivalencia
entre la expresion de la enzima éxido nitrico sintasa y
la actividad NADPH-diaforasa ha permitido estudiar
estas poblaciones neuronales productoras de éxido
nitrico de una manera sencilla y rapida. Aunque
hay que tener precaucién en la interpretacion de
los resultados, puesto que el resultado de la técnica
depende en cierta medida del fijador y proceso de
fijaciéon de la muestra.

Procedimiento

Partimos de cortes de material fijado con
paraformaldehido al 4 %. Los cortes se obtienen me-
diante vibratomo o por congelacion.

1.- 2x10 min en tampén fosfato 0.1 M pH 7.4 (TB).

2.- 2x10 min en TF con Triton X-100 al 0.3 % con
agitacion.

3.- 10 min en TF + 0.3 % de Triton X-100 +
NADPH (0.5 mg/ml) + Nitro azul de tetrazolio (0.2

mg/ml).
Incubacion con agitacion.

A temperatura ambiente.
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Protegido de la luz.

4.- 2-6 horas a 37 °C en la solucién del paso 3.
5.- Parar el revelado con lavados en TB.

6.- Deshidratar y montar.

Si los cortes son de vibratomo en flotacion han de
pegarse tras el revelado sobre portas recubiertos con
gelatina. Se pueden usar pinceles para la manipu-
lacion de los cortes.

Resultados
Neuronas, prolongaciones nerviosas: azul.

Vasos sanguineos: azul.

Consejos

Si los cortes no se lavan bien tras la fijacién los
resultados pueden no ser adecuados.

Si el proceso de revelado es muy largo puede
aparecer precipitado de formazano. Esto se puede
evitar sustituyendo la solucién de revelado por otra
fresca cuando la soluciéon de revelado adquiera un
color purpura intenso.

Productos

Xileno

Etanol de 502, 70°, 80°, 902, 96° y 100°
Nitro azul de tetrazolio

NADPH

Tampén fosfato 0.1 M pH 7.4

Triton X-100

H5O destilada

Medio de montaje

Material
Cubetas de tincién

Filtro de papel
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Pincel

Papel de aluminio, Agitado orbital
Estufa a 37 °C

Portas recubiertos de gelatina

Cubreobjetos

Figura 38: Seccién de cerebro de ratén procesada para la
deteccién de la actividad NADPH diaforasa.
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