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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 Tincidn

Los tejidos animales son en su gran mayoria incoloros,
excepto aquellos que poseen algin tipo de pigmento
como la hemoglobina de la sangre o la melanina de
la epidermis. En las plantas, sin embargo, existe una
mayor variedad de pigmentos naturales que permiten
su observacién directa con el microscopio éptico, a lo
que también ayuda la presencia de las paredes celu-
lares, las cuales facilitan la delimitacién celular y la
discriminacion entre diferentes tejidos. Cuando se
inventaron los primeros microscopios hubo que des-
cubrir cémo tenir los tejidos para poder desentranar
sus caracteristicas morfolégicas. Se observé que al-
gunos pigmentos como el carmin o la eosina, disueltos
en agua, se unian a determinados componentes de los
tejidos. La expansion de la industria textil en el siglo
XIX y su necesidad de colorear las telas provocé un
rapido desarrollo de los tintes o pigmentos. Muchas
de estas sustancias fueron usadas como colorantes en
la histologia de los animales y de las plantas desde me-
diados del siglo XIX hasta la actualidad, cuando se ha
alcanzado un enorme desarrollo y perfeccionamiento
de nuevas técnicas y moléculas sintéticas que se usan
segln las necesidades del investigador.

Con la llegada de la biologia molecular se han
puesto en marcha otras técnicas mucho mas sofisti-
cadas para observar elementos celulares, entre las
que se pueden destacar aquellas que usan anticuer-
pos, inmunohistoquimicas, las que usan sondas de
ADN o ARN, hibridaciones ”in situ”, o més sofisti-
cadas ain como las que mediante el diseno de ani-
males transgénicos permiten identificar y observar a
las células que expresan un determinado gen, incluso
en el organismos vivo, gracias a la fluorescencia de la
proteina verde fluorescente (GFP). La preparacion de
los tejidos para obtener una mejor tincién o marcaje
también se ha mejorado enormemente. Por ejemplo,
seleccionando fijadores especificos, permeabilizacion
de muestras gruesas de tejidos, técnicas de corte
sofisticadas y muchos otros avances.

No vamos a describir con detalle las técnicas mas
complejas, al menos no en estas paginas basicas, sino
las mas comunes, las que se suelen emplear en un
laboratorio para el estudio general de los tejidos. Di-

Atlas de la Universidad de Vigo

Técnicas histologicas. Tincion. /4

vidiremos el conjunto de técnicas histoldgicas en cinco
categorias.

a) Tinciones generales. Aquellas que usan sustan-
cias coloreadas que se unen a componentes tisulares
por afinidad electro-quimica. En algunas sustancias
coloreadas pueden observarse también con el micro-
scopio de fluorescencia y, a veces, se emplean sustan-
cias que tifien a la mayorfa o a todas las células (se
unen al ADN) que sélo se observan con el microscopio
de fluorescencia.

b) Histoquimica. Son aquellas técnicas de tincién
que implican la modificacién quimica de algunas
moléculas tisulares para posteriormente ponerlas de
manifiesto con colorantes. En este apartado incluire-
mos también a los métodos de tincion basados en la
capacidad catalitica de algunas enzimas presentes en
los tejidos que queremos estudiar.

c) Lectinas. Las lectinas son dominios de proteinas,
como las selectinas, que son capaces de reconocer
glicidos que forman parte de polisacaridos. Tienen
una gran especificidad y se usan para determinar el
tipo de glicido que aparece en las glicoproteinas de
las células o de la matriz extracelular de los diferentes
tejidos o como marcadores de estructuras tisulares.

d) Inmunohistoquimica o inmunocitoquimica. Es
una técnica histoldgica muy potente basada en la
alta especificidad de la unién de los anticuerpos a
los antigenos contra los que se produjeron. Estos
antigenos pueden ser cualquier molécula tisular que,
purificada en inyectada en un animal, sea capaz de
desarrollar una respuesta inmune. Estos anticuer-
pos anadidos a una seccién de tejido reconoceran y
se uniran especificamente a dicha molécula.

e) Hibridacién. Es una técnica basada en la
unién complementaria de las bases de acidos nucle-
icos (adenina con la timina, o con el uracilo, y de
la guanina con al citosina). Esto hace que dos ca-
denas complementarias de acidos nucleicos se unan
entre si de forma muy especifica, es decir, hibriden.
Siguiendo este principio se pueden sintetizar sondas
marcadas, cadenas de ADN o ARN con una secuencia
de bases determinada que llevan una molécula unida
para poder detectarlas. La secuencia de bases de la
sonda es complementaria a otra que estd presente en
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la célula, normalmente en forma de ARN mensajero.
Asi, podemos observar qué células expresan un deter-
minado gen.
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4 Tinciones generales

La mayoria de los tejidos, sobre todo los de los an-
imales, son incoloros y por ello necesitamos tenirlos
para observar sus caracteristicas morfolégicas con el
microscopio éptico. Ello se consigue con el uso de los
colorantes, sustancias coloreadas que son capaces de
unirse de manera mas o menos especifica a estructuras
del tejido aportandoles color. Estas tinciones se real-
izan habitualmente sobre secciones de tejido, siendo
las mas utilizadas las secciones obtenidas a partir de
inclusiones en parafina u obtenidas en el criostato.

1. Colorantes

La molécula de un colorante tiene normalmente
dos componentes importantes: uno que aporta el
color, denominado cromégeno, y otro que posibilita
la unién a elementos del tejido denominado aux-
El croméforo es la organizacion molec-
ular dentro del cromégeno responsable de la ab-
sorcién de un espectro determinado de longitudes
de onda. El auxocromo que se une al cromégeno
puede influir en su coloracién y muchos colorantes
tienen més de un grupo auxocrémico. El auxocromo
puede ser un grupo ionizable, un grupo que reac-
ciona quimicamente con iones metélicos (mordientes)
o puede reaccionar quimicamente con el sustrato,
en este caso el tejido.
mente hidrosolubles, aunque hay colorantes que care-
cen de grupos ionizables y sirven para tenir sustancias
grasas, como gotas de lipidos.

ocromao.

Los colorantes son normal-

Segun la naturaleza quimica del cromoéforo hay var-
ios tipos de colorantes: nitrosos, ozoicos, derivados de
la antroquinona, derivados de la acridina, derivados
de iminas quinodnicas, derivados de diferrilmetano y
triferrilmetano, derivados del xanteno y derivados de
las talocianinas.

Segun la naturaleza quimica del radical auxocromo
los colorantes se clasifican en:

Béasicos: son sales en las que la base, normal-
mente una amina, aporta el color, mientras que la
parte acida es incolora. Es decir, son colorantes
catidnicos. Tienen apetencia por sustancias acidas
del tejido como el ADN o ciertos componentes de
la matriz extracelular como los glicosaminoglicanos.
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La unién es por atraccién eléctrica. Asi, ponen de
manifiesto el nucleo y el ARN, sobre todo el ARN
ribosémico presente en los ribosomas por ser muy
abundante, asi como ciertas matrices extracelulares
ricas en componentes acidos. Ejemplos de colorantes
bésicos son la tionina, safranina, azul de toluidina, el
azul de metileno o la hematoxilina.

Acidos: son sales con el anién coloreado y la base
incolora. Son derivados de grupos sulfénicos, carbox-
ilos o hidroxilos fendlicos. Tienen apetencia por sus-
tancias basicas, sobre todo estructuras proteicas lo-
calizadas en el citoplasma celular y también por el
coldgeno de la matriz extracelular. La unién es por
atraccién eléctrica. Ejemplos de colorantes acidos son
la fucsina acida, verde rapido, naranja G o la eosina.

Colorantes mordientes: son aquellos que se usan
en combinacion con sales metélicas, que actian como
mordiente. Estas sales se pueden emplear junto con
el colorante, antes o después. En algunos casos el col-
orante mordiente puede ser también aniénico o, menos
frecuentemente, catiénico. Normalmente se emplean
para tenir los nidcleos. Por ejemplo, la hematoxilina
férrica de Heidenhain.

Neutros: poseen una porcion acida y otra basica,
ambas con capacidad para aportar color. Por tanto un
mismo colorante puede tenir tanto las partes basicas
como las acidas de los tejidos. Por ejemplo, el eosinato
de azul de metileno.

Indiferentes o hidrofébicos: realmente no se unen
a elementos de los tejidos por afinidad quimica sino
porque se disuelven en ellos. Por ejemplo, el colorante
Sudén se disuelve en los lipidos y por tanto tefird a
las gotas de lipidos, especialmente en los adipocitos.

Los colorantes usados en histologia se emplean a
muy altas concentraciones y la cantidad que se une
al tejido es realmente pequena. Por eso, una solucién
de colorantes se puede usar muchas veces sin que se
agote. La manera en cémo se consigue una tincién
adecuada se puede dividir en dos tipos: progresiva y
regresiva. La tincidén progresiva consiste en obtener
una coloracién adecuada controlando el tiempo de la
seccién en el colorante, de modo que a mas tiempo
mas coloracién. La tincién regresiva consiste en la
eliminacién lenta de colorante de una tinciéon que ha
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sido tenida en exceso. Esta eliminacién se consigue
normalmente con soluciones alcohdlicas y al proceso
se le denomina desteniido. La concentracion de la
solucion y tiempo de diferenciacién nos aporta la col-
oracion adecuada.

En algunas ocasiones necesitamos resaltar elemen-
tos tisulares de manera especifica y para ello usamos
colorantes que tienen apetencia por dichas estruc-
turas. Por ejemplo, la tincion denominada azén con-
tiene azocarmin y naranja-anilina-acido acético que
tinen los ntcleos de rojo y sobre todo destaca el conec-
tivo intensamente tenido de azul. Otra tincién com-
binada es el tricrémio de Mallory que tifie el coldgeno
de verde y las células musculares de rojo.

Cuando un colorante se une al tejido y aporta un
color diferente al que tiene en solucién se dice que
ha ocurrido un fenémeno de metacromasia. Esto se
debe a que las propiedades de absorcién de la luz del
colorante cambian al unirse a componentes celulares.
Por ejemplo, el azul de toluidina se vuelve purpura
cuando se une a ciertos granulos de los mastocitos.
Cuando el colorante unido al tejido tiene el mismo
color que en solucién se denomina ortocromasia.
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2. Hematoxilina-eosina

Una de las tinciones méas cominmente usada en his-
tologia es la hematoxilina-eosina sobre cortes de para-
fina (Figuras 2 y 3). Como vemos se usa un colorante
béasico (hematoxilina) y otro dcido (eosina) para tenir
de diferente color a las estructuras dcidas y basicas de
la célula. Antes de proceder a la tincién, si partimos
de cortes de parafina, tenemos que llevar a cabo unos
tratamientos previos sobre las secciones como es el
desparafinado y la hidratacion, puesto que estos col-
orantes son hidrosolubles. Si partimos de cortes de
criostato esto no es necesario.

e = ]

T, N

tp & gl A
2 e TRbe, A

Figura 2: Seccién de un glomérulo de un rinén de mamifero
obtenida a partir de una inclusién en parafina y tefiido
con hematoxilina-eosina. Los nicleos aparecen de color
violdceo (hematoxilina) y el citoplasma de color rosado
(eosina).
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Figura 3: Pasos que se siguen durante una tincién general de hematoxilina-eosina. Los tiempos son aproximativos porque
dependen del grosor de los cortes y de la concentracién de los colorantes. El desparafinado elimina el medio de inclusién, la
parafina. El paso por agua de grifo es tipico de la hematoxilena y se denomina diferenciacion. Las sales del agua permiten
obtener una coloracién més violacea, en vez de purpura. La deshidratacién final es necesaria porque el medio de montaje
no suele ser hidrosoluble. Estos medios de montaje no afectan al tejido, ni a los colorantes y tienen unas propiedades
Opticas excelentes. Ademds, conservan las preparaciones durante afios en buenas condiciones. Tras el montado y secado
(evaporacion del xileno), las secciones se puede observar con el microscopio 6ptico.
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3. Semifinos

Cuando se procesa material para microscopia
electrénica es necesario a veces hacerse una idea de
qué zona del tejido vamos a cortar. Téngase en cuenta
que el drea de una seccién para observar con el mi-
croscopio electrénico es muy pequena. Ademas, el
proceso de osmificacion que ha de llevarse a cabo pre-
viamente a la inclusion acarrea el oscurecimiento del
tejido, con lo que dificulta ain maés la orientacién de
la muestra. Por ello es frecuente hacer secciones de 0,5
a 1 pm de grosor con el ultramicrotomo, denominadas
secciones semifinas, para orientarnos en la muestra y
seleccionar la zona a partir de la cual haremos las
secciones ultrafinas. Los semifinos suelen tener areas
mas grandes que las que posteriormente vamos a usar
para la obtencién de las secciones ultrafinas. El col-
orante usado para tefnir secciones semifinas es normal-
mente el azul de toluidina, el cual puede infiltrase en
la resina calentada en una plancha y llegar hasta el
tejido (Figuras 4 y 5).

Figura 4: Seccién semifina de un glomérulo de un rinén
obtenida a partir de una inclusiéon en resina y tenida con
azul de toluidina.

4. Fluorescencia

En la microscopia de fluorescencia, muy pocos col-
orantes tienen la posibilidad de ser observados con el
microscopio de luz visible y con el de fluorescencia.
Cuando se trabaja sélo con fluorescencia se utilizan
sustancias que se unen normalmente al ADN nuclear,
de manera que al tefiir los nucleos tenemos una visiéon
de cémo se organizan las células en el tejido. No es
un colorante en sentido estricto, aunque aporte color
a la muestra, sino que es una sustancia fluorescente,
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Figura 5: Proceso de tincién de una seccién semifina. La
porosidad de la resina, el calor y las propiedades del col-
orante (azul de tolouidina) hacen que se pueda tenir el
tejido sin necesidad de eliminar previamente la resina.

Figura 6: Seccion de tegumento de un pez obtenida con un
criostato y tenida con DAPI.

es decir, emite luz visible cuando es estimulada con
una determinada longitud de onda. Una sustancia

Gl



muy utilizada para marcar los nicleos celulares es el
DAPI (4,6-diamidino-2-phenilindol), que se une a re-
giones del ADN de doble cadena ricas en adenina y
timina. Emite una luz azul cuando se estimula con
una longitud de onda de 405 nm (Figura 6). Nor-
malmente se combina el DAPI con otras sustancias
fluorescentes que emiten en color verde o en rojo, y
que son estimuladas con otras longitudes de onda.

5. Microscopia electrénica

Contraste de ultrafinos. Aunque las secciones para
microscopia electrénica se pueden observar directa-
mente con el microscopio electrénico, se suelen tratar
previamente con metales pesados en un proceso de-
nominado contraste (Figuras 7 y 8), obteniendo asi
una imagen 6ptima de la ultraestructura celular. El
contraste no es una tincién, puesto que no aporta
color a la muestra, pero si es un proceso habit-
ual para poder observar los componentes ultraestruc-
turales de la célula. Por ese motivo lo incluimos en
este apartado. Téngase en cuenta que en la micro-
scopia electrénica lo importante no es anadir sustan-
cias coloreadas sino moléculas que puedan interferir
en el camino de los electrones emitidos por el micro-
scopio y que chocan contra la muestra. Los metales
pesados unidos al tejido impedirdn que pasen los elec-
trones y por tanto se vera una zona negra en la pan-
talla fosforescente, mientras que en aquellas zonas de
la célula donde no estén estos metales dejaran pasar
los electrones y provocaran areas luminosas en dicha
pantalla. Por ello todas las imagenes originales de mi-
croscopia electronica son en blanco y negro, aunque
se puedan colorear posteriormente con un ordenador.
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Figura 7: Proceso de contraste de secciones ultrafinas. Los
tiempos de incubacion en citrato de plomo y acetato de
uranilo son aproximativos. Las lentejas de hidréxido sédico
eliminan humedad del aire y dificultan la pricipitacién del
citrato de plomo. Los lavados en agua se llevan a cabo
sumergiendo repetidas veces (en inglés, ”deeping”) la re-
jilla en el agua durante un tiempo de aproximadamente 30
segundos en cada pocillo con agua destilada.

Figura 8: Imagen tomada con un microscopio electrénico
de transmisién. Las estructuras oscuras corresponden con
las zonas de deposicién de los metales pesados. La inten-
sidad de oscuridad implica mayor deposicion.



5 Histoquimica

Incluiremos dentro de las técnicas histoquimicas a
aquellas que supongan una reaccién quimica en la
que intervienen moléculas pertenecientes al propio
tejido (trataremos la deteccién de glicidos medi-
ante lectinas y la inmunohistoquimica en aparta-
dos diferentes a éste, aunque algunos autores las
incluyen como técnicas histoquimicas). El obje-
tivo de la histoquimica es poner de manifiesto una
molécula o familia de moléculas presentes en una
seccion histoldgica y estudiar su distribucion tisu-
lar ”in situ”. Estas moléculas son dificilmente dis-
cernibles con técnicas generales y por tanto es nece-
sario realizar pasos previos para poner de manifiesto
dichas moléculas. Vamos a dividir las técnicas his-
toquimicas en dos grupos: reacciones quimicas e his-
toquimica enzimatica.

1. Reacciones quimicas

Las reacciones quimicas consisten en la modifi-
cacién quimica de moléculas del tejido para poste-
riormente poder colorearlas. Existen técnicas his-
toquimicas para detectar glicidos, proteinas y nu-
cle6tidos. La técnica histoquimica méas empleada es
la reaccién de PAS (Periodic Acid Schiff) (Figuras
9 y 10). Se utiliza para la deteccién de hidratos de
carbono, libres o conjugados, cuando estdn en canti-
dades relativamente grandes en los tejidos. La mod-
ificacion quimica del tejido consiste en la oxidacion
mediante el acido periédico de los enlaces entre los
carbonos préximos que contienen grupos hidroxilos.
Esto provoca la formacién de grupos aldehidos que
seran reconocidos por el reactivo de Schiff, el cual
se combinara con ellos para dar un color rojizo bril-
lante (Figura 1). Entre los componentes del reactivo
de Schiff estd la pararosanilina (un componente de
la fucsina bésica) tratada con dcido sulfirico. Una
gran ventaja de la tincién histoquimica PAS es su ca-
pacidad de discriminacién de tipos de glicidos con
pequenas modificaciones de la técnica.
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Figura 9: Tincién con hematoxilina-eosina (imagen de la
izquierda) y PAS-hematoxilina (imagen de la derecha) de
las vellosidades del intestino de humano cortadas transver-

salmente. Se pueden apreciar las células caliciformes
tenidas de rosado con la técnica de PAS por su alto con-
tenido en mucopolisacaridos, mientras que en una tincién
general aparecen vacias, sin tenir.

Otro tipo de elementos que pueden ser detecta-
dos mediante reacciones histoquimicos son los metales
pesados. Los tejidos animales tienen diversas canti-
dades de metales tales pesados como el hierro, cad-
mio, cobalto, cobre, zinc, magnesio y otros, normal-
mente formando parte de las proteinas. Es necesario
detectar su localizacién y concentracion para enten-
der la fisiologia de los tejidos, pero también en casos
patolégicos o tras intoxicaciones por contaminacién
de los alimentos. Los metales se pueden demostrar
en los tejidos mediante dos tipos de reacciones his-
toquimicas: aquellas que emplean el sulfuro de plata
y aquellas que emplean quelantes. En la primera
técnica los metales son convertidos en sulfuros y luego
sustituidos por plata. El sulfuro de plata se reduce
después a plata metdlica, que es la que se observa
con el microscopio. Sin embargo, esta técnica no dis-
crimina entre algunos metales, pero es muy sensible.
La segunda técnica, los agentes quelantes, los cuales
compiten con las proteinas por los metales y los con-
centran. La propia reaccién con los metales da lugar
a un producto coloreado que puede observarse con el
microscopio. Los quelantes son menos sensibles, pero,
con modificaciones de la técnica, permiten discriminar
mas entre tipos de metales.
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Figura 10: Pasos de la tincién histoquimica PAS-Hematoxilina sobre cortes de parafina. Los pasos con letras en color
verde son los especificos para esta tincion.
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2. Reacciones enzimaticas

La histoquimica enzimdtica, o histoenzimologia, se
basa en la capacidad que tienen algunos enzimas del
tejido de mantener funcional su centro activo tras el
proceso de fijacién. Estos enzimas y las células que
los poseen se ponen de manifiesto mediante la adiciéon
de un sustrato que produce una reaccién enzimatica,
que normalmente libera electrones y convierte a unas
sustancias solubles e incoloras en complejos insolubles
y coloreados. El sustrato es especifico para cada enz-
ima, pero las moléculas que dan color pueden usarse
para varios tipos de enzimas. Las moléculas que dan
color, durante la reaccién enzimatica, se depositan
en el lugar preciso donde se produjo dicha reaccion,
es decir, donde se localiza el enzima. Las enzimas
que se pueden detectar son variadas como las perox-
idasas, fosfatasas, deshidrogenasas, diaforasas, acetil-
colinesterasa, etcétera. Hay que tener en cuenta que
cuando queremos detectar una actividad enzimatica
es recomendable no incluir el material en medios como
la parafina puesto que la deshidratacién y la temper-
atura elevada pueden danar la conformacién de la en-
zima y por tanto la actividad de su centro activo.
Por ello estas técnicas se realizan normalmente en sec-
ciones obtenidas por congelaciéon o con el vibratomo.
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La actividad NADPH diaforasa se asocia a las en-
zimas sintasas del éxido nitrico en sistema nervioso y
vascular (Figuras 11 y 12). A estos enzimas se les ha
relacionado con el control del flujo sanguineo y con
ciertos aspectos de la fisiologia del sistema nervioso.
Esta técnica permite detectar neuronas que expresan
la enzima sintasa del 6xido nitrico de una forma sen-
cilla y rapida. La reaccién es NADPH + tetrazolio =
NADP+ + formazan. Es el formazan el producto col-
oreado e insoluble que se puede observar con el micro-
scopio Optico, incluso con el microscopio electrénico
de transmisién.

Figura 11: Imagen de un corte de 60 p;m de grosor de
cerebro obtenida con un criostato y procesada para his-
toquimica enziméatica que pone de manifiesto una actividad
diaforasa perteneciente a la enzima 6xido nitrico sintasa
neuronal que aparece en algunas neuronas (células con un
color azul intenso)
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Figura 12: Los pasos para la deteccién histoquimica de la actividad diaforasa es muy sencilla. Tras una fijacién, prefer-
entemente por perfusién, hay que permeabilizar el tejido con un disolvente de lipidos como el Triton-X100. El revelado se
produce a 37 °C y el final de la reaccién se controla mediante observaciones periddicas. Las concentraciones del sustrato
(NADPH) y del azul de tetrazolio varfa segin el tejido o el proceso de fijacién.

Atlas de la Universidad de Vigo E’]



6 Lectinas

Hay técnicas histolégicas que emplean proteinas,
como las lectinas o las inmunoglobulinas, para de-
tectar a otras moléculas presentes en los tejidos con
una alta especificidad. Ello es posible gracias a la ca-
pacidad que tienen estas proteinas para reconocer y
unirse sélo a un tipo de molécula presente en el tejido.
Las lectinas son capaces de detectar distintos tipos de
glicidos de manera especifica. En muchos textos la
técnica de las lectinas se incluye dentro del apartado
de la histoquimica.

Las lectinas son proteinas que tienen dominios o se-
cuencias de aminoacidos que son capaces de recono-
cer y unirse a glicidos terminales que forman parte
de cadenas de oligosacéridos, bien libres o formando
parte de otras moléculas como las glicoproteinas. Por
ello se dice que las lectinas reconocen glicoconjugados.
Las lectinas son proteinas que estan ampliamente dis-
tribuidas en los tejidos animales y vegetales, donde
realizan funciones muy variadas. Por ejemplo, la sal-
ida de los linfocitos desde el torrente sanguineo hacia
los tejidos danados se produce gracias a la accién de
una familia de lectinas denominadas selectinas que
expresan las células endoteliales préximas al lugar
de la lesion. Es decir, el linfocito puede cruzar la
pared endotelial gracias a la unién de las selectinas
endoteliales a los glicidos de la membrana del lin-
focito. En el laboratorio de histologia las lectinas se
usan para estudiar la distribucién tisular de distintos
tipos de azicares de manera especifica. Se pueden
usar diferentes tipos de lectinas en base a su especi-
ficidad de reconocimiento de azicares determinados.
Hay al menos cinco grupos de lectinas segtin se unan
a manosa (Man), a galactosa/n-acetilgalactosamina
(Gal/GalNAc), a N- acetilglucosamina (GlcNAc), a
fucosa (Fuc) o a acido sidlico (NeubAc), respectiva-
mente.

Comercialmente hay disponibles docenas de lecti-
nas diferentes que se nombran segin el organismo an-
imal o la planta de la que se obtienen. En la Figura
13 se listan las lectinas usadas cominmente segin el
glicido que reconocen.

Para poder observar el lugar de unién especifico
entre la lectina y su glicido tenemos que unir a la
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Figura 13: Deteccién de lectinas mediante métodos indirec-
tos en cortes adyacentes de epitelio del pie de Haliotis tu-
berculata (oreja de mar, invertebrado prosobranquio). La
imagen de la izquierda muestra la deteccién de glucosamina
mediante la lectina WGA biotinilada y su posterior reve-
lado de la peroxidasa unida a avidina (color marrén). En
la imagen de la derecha se muestra la deteccién de fucosa
mediante la lectina AAA unida a digoxigenina. Mediante
un anticuerpo contra la digoxigenina unido a fosfatasa al-
calina se pone de manifiesto la localizacién de la fucosa
(color azul).

lectina un marcador que nos produzca una senial vis-
ible con el microscopio éptico o electrénico de trans-
misiéon. Normalmente el marcaje consiste en la unién
de una enzima como la peroxidasa de rabano o la
fosfatasa alcalina. Es el resultado de la reaccién en-
zimatica lo que se puede observar (Figuras 14 y 15).
También se usa como marcador una molécula fluores-
cente que se puede observar directamente en el tejido
con un microscopio de fluorescencia. Cuando la en-
zima o la molécula fluorescente estdn directamente
unidas a la lectina se denomina método de deteccién
directa y cuando se unen a la lectina mediante una
molécula interpuesta se denomina deteccién indirecta.
Las moléculas interpuestas mas comunes son la bi-
otina o anticuerpos especificos (inmunoglobulinas tipo
G) obtenidos contra la lectina.

La técnica con lectinas se suele complementar con
una serie de tratamientos que sirven para obtener més
informacién acerca de la composicién sacaridica de
los glicoconjugados. Por ejemplo, la desulfatacion
se usa para demostrar las uniones tipo ésteres de
sulfato de las cadenas terminales y la eliminacion tipo
beta permite conocer si las cadenas de glicidos son
uniones con enlaces tipo O (uniones covalentes a gru-

Gl
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Carbohidrato Nombre cientifico Acrénimo Carbohidrato especifico
Galanthus nivalis GMNA Manail,3Man = Manal,6Man =
Manal.2Man
Glucosa / Manosa Canavalia ensiformis Con-A alMan = aGlc = GlcNAC
Lens culinaris LCA aMan = aGlc = GlcMAc
Pisum sativum PEA aMan = aGlc = GlcMNAC
Griffonia simplicifolia GSAAI Terminal a,BGICcNAG, glucogeno
Galf1,4GlcNAcN-acetillactosamina) =
N-Acetilglucosamina Datura stramonium Do GlcMAC
Tritricum vulgare WGA GIENAC(B1.4GleNA)1-2 >
- B1,4GIcNACTNeuAc
Dolichus biflorus DBA GalMAcal,3GalMNAC > aGalNAc
N-Acetilealactosaming / galactosa Helix pomatia HPA GalNAcal,3GalNAC > aGalNAC
- = Arachis hypogaea PMNA Terminal GalBbe1,3GalMNAC
Ricinus communis RCA-I Terminal BGal = aGal > GalMAc
Aleuria aurantia AAA al-Fuc
Lotus tetragonolobus LTA al-Fuc > al-Fucl,2GalB1,4GIcNAC >
L-Fucosa . . .
L-Fucal,2Galp1,3GlcMAC
Ulex europaeu UEA- al-Fuc
i . Maackia amurensis MAA MeuAca2,3Galp1,4GIcNAC
Acido sidlico _ . i i ! i
Sambucus nigra SNA MNeuAcaz,6Gal = NeuAcp2,6GalNAC

Figura 14: Tabla con las lectinas mas usadas en la que se muestra el carbohidrato o carbohidratos que se detectan, las
especies de donde se obtienen las lectinas que reconocen a dichos carbohidratos, los acrénimos de las lectinas y los tipos de
enlaces que se reconocen especificamente por cada lectina. El simbolo ;, significa afinidad creciente hacia su izquierda, lo
que indica que una lectina puede reconocer a un carbohidrato especifico enlazado de diferentes formas con otras moléculas,

pero con diferente afinidad.

pos hidroxilo) o tipo N (enlaces covalentes a grupos
amino). En este tltimo caso la alcalinizacién de los

cortes elimina las uniones tipo O.
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Figura 15: Pasos para la deteccién de glicidos con lectinas. Los tiempos pueden variar segin el material o la lectina usada.
En este ejemplo se usa un método de deteccion indirecta puesto que la lectina lleva unida una proteina intermediaria que
es la biotina, la cual serd reconocida por la avidina del complejo ABC (”avidin-biotin-complex”) que contiene la enzima
peroxidasa. Es el resultado de la reaccién de este enzima tras anadir el substrato peréxido de hidrégeno y la molécula
diaminobencidina, lo que produce un precipitado insoluble y visible con el microscopio 6ptico. El paso de BSA (albimina
de suero bovino) sirve para saturar posibles sitios de unién inespecificos de la lectina. Si en vez de cortes en parafina
hubiésemos usado cortes de vibratomo podriamos procesar, tras la reaccién de la peroxidasa, dichos cortes para observar
el producto de reaccién con el microscopio éptico y también con el electrénico de transmisién.
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7 Inmunocitoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica para la local-
izacién de moléculas en los tejidos mediante el empleo
de anticuerpos. Es una técnica que gracias a la oferta
comercial de anticuerpos y a la estandarizacién de
su protocolo se ha convertido en un método sencillo,
rapido y muy potente. Se basa en la gran especifi-
cidad y alta afinidad que tienen los anticuerpos para
reconocer a moléculas y unirse a ellas. Ademds, la
conjugacién o combinacion de los anticuerpos con en-
zimas o con sustancias fluorescentes permite detectar
cantidades infimas de moléculas presentes en el tejido.

Los anticuerpos (inmunoglobulinas) que se usan en
las técnicas inmunohistoquimicas son del tipo G, pro-
ducidas por unas células del sistema inmunitario de-
nominadas linfocitos B durante la respuesta inmune.
La producciéon masiva de anticuerpos se da en un
animal cuando le inyectamos una molécula que re-
conoce como extrafia. Estos anticuerpos pasan a for-
mar parte del suero sanguineo, el cual se extrae del
animal inmunizado, y del que posteriormente se purif-
ican. Dichos anticuerpos purificados se usaran poste-
riormente en la técnica inmunohistoquimica (Figura

16).

Las moléculas complejas como las proteinas
pueden tener en su estructura varios determinantes
antigénicos, es decir, lugares que son capaces de des-
encadenar una respuesta inmune. Ello supone que
cada determinante antigénico es capaz de activar un
clon de linfocitos B, es decir, un linaje de linfocitos B
que producird un mismo tipo de inmunoglobulina G
contra dicho determinante antigénico. Los anticuer-
pos de todos los clones de linfocitos B activados por
la molécula inyectada irdan a parar al suero sanguineo
(Figura 16). Cuando se emplean sueros purificados
de este tipo en inmunohistoquimica se dice que se
estan empleando anticuerpos policlonales. Por otra
parte, existe una técnica que permite aislar y cultivar
en el laboratorio (in vitro) de forma individualizada
a cada uno de los clones de linfocitos B activados du-
rante la respuesta inmune. Cada uno de esos cultivos
producira un solo tipo de inmunoglobulina G que re-
conocera sélo a uno de los determinantes antigénicos
de la molécula inyectada. A los anticuerpos obtenidos
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de cada uno de esos cultivos se les denomina mono-
clonales ya que proceden de linfocitos que producen
inmunoglobulinas idénticas.

Las moléculas de inmunoglobulinas tipo G pueden
dividirse en dos dominos: la fraccién cristalizable y
la variable. El dominio variable es el que se encarga
de reconocer al determinante antigénico de nuestra
molécula. Hay dos sitios de unién en cada molécula,
por lo que cada inmunoglubulina podria reconocer
y unir a dos determinantes antigénicos a la vez (es-
tos determinantes han de ser idénticos). La fraccién
cristalizable tiene una estructura similar para todas
las inmunoglubulinas G producidas por los individ-
uos de una misma especie.

Para que un anticuerpo se una a su determi-
nante antigénico localizado en una molécula del tejido
procesado, ésta no debe alterarse. De otro modo ese
determinante antigénico no seréd reconocido por el an-
ticuerpo. Por ello el proceso de fijacién del tejido debe
elegirse para preservar al maximo a la molécula que
queremos detectar. Asi, se usan diferentes fijadores
segun el tipo de molécula en la que estemos interesa-
dos. También es necesario considerar el método de ob-
tencion de los cortes. Inclusiones en parafina pueden
danar las moléculas, por lo que en la mayoria de los
casos se suele trabajar con cortes de vibratomo o con
secciones obtenidas por congelacion.

Las inmunoglobulinas, aunque se unan a la
molécula que queramos detectar, no son visibles con
el microscopio, por lo que las tendremos que conjugar
(unirlas) a otras moléculas que nos den una senal visi-
ble. Estas moléculas que aportan visibilidad a los an-
ticuerpos suelen ser de dos tipos: enzimas y moléculas
fluorescentes. Las primeras pueden convertir deter-
minadas moléculas solubles e incoloras en productos
insolubles y coloreados que se pueden observar con el
microscopio, mientras que en las segundas la senal la
aporta la sustancia fluorescente.

El método del marcado con sustancias fluorescentes
tiene una serie de ventajas que veremos mas adelante,
pero tiene la desventaja de que no son marcajes per-
manentes puesto que la luz emitida por la molécula
fluorescente se desvanece con el tiempo. Sin embargo,
las secciones procesadas con anticuerpos unidos a en-
zimas pueden deshidratarse, montarse y mantenerse
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Figura 16: Esquema resumido de las diferencias en la obtencién de anticuerpos policlonales (izquierda) y monoclonales

(centro y derecha).

permanentemente para su observacion. Las enzimas
habituales que se unen a las inmunoglobulinas son la
peroxidasa y la fosfatasa alcalina.

La conjugacién directa de un marcador (enzima o
fluorescente) con la inmunoglobulina que reconoce al
antigeno del tejido se denomina método de deteccion

Atlas de la Universidad de Vigo

directa (Figura 17). Hoy en dia se suele emplear el
método de deteccion indirecta, que consiste en colocar
una serie de intermediarios entre la inmunoglobulina
y la molécula marcadora.

La deteccién con enzimas es a lo que se denom-
ina inmunocitoquimica o inmunohistoquimica. Ini-
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Figura 17: Métodos de marcaje para detectar los anticuerpos primarios unidos especificamente a una molécula del tejido.

cialmente se emplearon los métodos directos, sobre
todo mediante la conjugaciéon de enzimas a la in-
munoglobulina. Luego se emplearon métodos indi-
rectos como el denominado peroxidasa-antiperoxidasa
(PAP; Figura 17). Actualmente es més frecuente usar
el método del complejo avidina-biotina-peroxidasa
(ABC; Figura 18). El método indirecto permite una
mayor versatilidad de la técnica y mayor intensidad
de senal frente a una misma cantidad de antigeno.
El procedimiento parte de secciones de tejido previ-
amente fijado. Inmediatamente después se incuban
en una soluciéon de bloqueo que satura los posibles
sitios de unidn inespecifica, gracias a una alta concen-
tracion de proteina como la albiimina de suero bovino.
Tras cada paso de unién de anticuerpos o del com-
plejo avidina-biotina-peroxidasa se procede a lavar
los cortes en una solucién tamponadora, en la que
también van disueltos los anticuerpos. La reaccién
de la peroxidasa degrada el perdxido de hidrégeno,
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liberando electrones que hacen que otra molécula, la
diaminobencidina, se transforme en un producto in-
soluble y coloreado visible con el microscopio 6ptico
(Figura 19).

La inmunofluorescencia se basa en las propiedades
de los fluorocromos. No es una inmunohistoquimica
puesto que no se produce ninguna reaccién quimica.
Los fluorocromos son moléculas que emiten luz visi-
ble cuando se les ilumina con una determinada lon-
gitud de onda. Hoy en dia se suelen emplear pro-
tocolos de deteccién indirecta (Figura 5). Aunque
la. inmunofluorescencia se puede usar para detectar
a una sola molécula tisular, su verdadero potencial
se muestra cuando necesitamos una multiple inmun-
odeteccion, es decir, dos o mas moléculas presentes
en una misma célula o matriz extracelular de forma
simultdanea (Figura 5 y 6). Esto es posible porque
existe una gran variedad de fluorocromos que son ca-

Gl



Técnicas histologicas. Tincion.

R ara

21

Blogqueo Union del Union del

anticuerpo 1*  anticuerpo 2°

conjugado con
biotina

Resultado de la Union del

reaccidn enzimética

complejo avidina-

biotina-peroxidasa

*

Molécula
tisular

Corte tras .

la
inmunocitoguimica

Producto
de
reaccion
enzimatica

A4 7

Anticuerpo 12 Anticuerpo 2%

conjugado con

g biotina

Complejo

avidina-biotina
peroxidasa

Figura 18: Inmunocitoquimica con deteccién indirecta y enzimética. La seccién se obtiene de tejido previamente fijado.
Inmediatamente después se incuban en una solucién de bloqueo que satura los posibles sitios de unién inespecifica, gracias
a una alta concentracién de proteina como la albimina de suero bovino. Tras cada paso de unién de anticuerpos o del
complejo avidina-biotina-peroxidasa se procede a lavar los cortes en una solucién tamponada de fosfato (tampdn fosfato),
en la que también van disueltos los anticuerpos. La reaccién de la peroxidasa convierte unos sustratos, la diaminobencidina
y el perdxido de hidrégeno, en un producto insoluble y coloreado visible con el microscopio éptico.

Figura 19: Deteccién de la molécula tirosina hidroxilasa
mediante inmunocitoquimica usando un anticuerpo pri-
mario sin marcar, un anticuerpo secundario conjugado con
biotina y el complejo avidia-biotina-peroxidasa.
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paces de emitir luz visible tras ser excitados con difer-
entes longitudes de onda, luego seleccionando el in-
tervalo de longitudes onda con el que iluminamos un
tejido podemos excitar de modo individual, y secuen-
cial, varios fluorocromos que hayamos usado, unidos a
inmunoglubulinas diferentes, para detectar moléculas
diferentes. Tomando fotografias tras cada excitacion
y superponiendo dichas imagenes podemos averiguar
si las moléculas se expresan, por ejemplo, en la misma
célula (Figura 20).

La capacidad para detectar un antigeno por parte
de los anticuerpos puede verse disminuida por nu-
merosos factores: fijacién, inclusién, y tratamien-
tos previos como la descalcificacion. Generalmente,



Deteccién con inmunofluorescencia de dos

Figura 20:
antigenos en una seccién de tejido nervioso: la molécula
calbindina (a la izquierda) y parvoalbimina (a la derecha),
usando fluoresceina y Texas red como fluorocromos, re-
spectivamente, mediante un método de marcaje indirecto.
Se pueden observar cuerpos celulares y prolongaciones
nerviosas. Las flechas blancas indican células que poseen
ambas protefnas (calbindina y parvoalbimina) mientras
que la flechas azules indican cuerpos celulares que sélo ex-
presan parvoalbimina. Obsérvense las zonas oscuras, neg-
ativas, en la imagen de la izquierda.
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Figura 21: Deteccion simultanea de dos moléculas situ-
adas en una misma seccién mediante inmunofluorescencia.
La razon de que los dos anticuerpos primarios procedan
de dos animales diferentes es que los anticuerpo secundar-
ios, obtenidos de otro animal, normalmente cabra u oveja,
inmunizados con las inmunoglobulinas de ratén y conejo,
respectivamente, es lo que permite a cada anticuerpo se-
cundario reconocer y unirse a un anticuerpo primario de-
terminado y no al otro.
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lo que ocurre es que el antigeno queda enmas-
carado, a veces destruido, y es inaccesible al antic-
uerpo. Por ejemplo, la descalcificacién del tejido
0seo puede conllevar el uso de acidos fuertes que de-
struyan los antigenos, o una fijacion excesiva crea en-
laces moleculares que ocultan los antigenos. En el
caso de la descalcificacién, es conveniente hacerla con
tratamientos que incluyan quelantes de calcio en vez
de 4cidos, mientras que el enmascaramiento por fi-
jacién se solventa con un proceso denominado desen-
mascaramiento de antigenos.

También se pueden emplear los anticuerpos para
detectar antigenos sobre secciones que se van a ob-
servar con el microscopio electrénico. Esta obser-
vacion se puede realizar mediante una immunohis-
toquimica estandar sobre cortes de vibratomo, pero
sin usar detergentes o sustancias que nos alteren las
membranas. El precipitado de diaminobencidina es
denso a los electrones, por lo que tras la osmifi-
cacién de las secciones se pueden ver las células y es-
tructuras marcadas con un precipitado oscuro. Para
una deteccién ultraestructural mas precisa se pueden
marcar los anticuerpos secundarios (Anti-IgG) con
pequenas bolitas de oro, que apareceran en el micro-
scopio electronico como puntos negros.



8 Hibridacion in situ

La hibridacion in situ permite detectar la presencia de
una secuencia de nucledtidos en una célula. Esto se
consigue mediante otra secuencia de nucleétidos de-
nominada sonda que es complementaria a la secuencia
que queremos identificar. La complementariedad en-
tre secuencias de bases nucleotidicas es la base de la
especificidad de esta técnica. Asi, podemos descubrir
qué células expresan un gen determinado y cudando
lo expresan, incluso la intensidad con que lo hacen.
La expresién génica es un testimonio directo de la
funcionalidad celular. Existe otra aplicacion de la hi-
bridacién in situ que consiste en la localizacién fisica
de un gen sobre un cromosoma. No se puede con-
siderar a la hibridacién in situ como una técnica de
uso general. Sin embargo, aporta una informacién so-
bre la fisiologia de las células y los tejidos que no es
posible obtener con otras técnicas. Se puede emplear
en células, tejidos, o animales enteros, normalmente
embriones. La hibridacion in situ se usa ampliamente
en investigaciéon en desarrollo embrionario, diferen-
ciacién de células madre, manipulaciones genéticas o
cambios en la fisiologia celular frente a senales exter-
nas, entre otras.

Preparacién del tejido

Cuando se hace sobre tejidos, érganos o embri-
ones, hay que tratar el tejido previamente antes de
anadir la sonda. Como siempre, los tejidos han de
estar fijados, siendo el formaldehido el fijador més
frecuente. Ademads, cuando hay que trabajar con sec-
ciones, es preferible congelar y obtener secciones por
congelacion, en vez de incluir en parafina, puesto que
el ARN se preserva mejor. Tras la fijacién, criopro-
teccién y congelacién, el material se puede mantener
congelado durante largo tiempo.

En el caso de deteccién de ARN es importante tener
en cuenta que es una molécula que se degrada con fa-
cilidad, por lo que tenemos que tomar medidas para
no perderla. El ARN se degrada por las ARNasas,
y una gran cantidad de este enzima se encuentra
en nuestras manos, por lo que tendremos que usar
guantes y todo el material que se use ha de estar libre
de RNAsas (con un autoclavado se pueden inactivar).
A los tejidos se les trata antes para prepararlos para
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favorecer la penetracién de la sonda, por ejemplo,
con proteasas. También la acetilacién (dcido acético
en tampoén trietanolamina) disminuye las uniones del
sonda de manera inespecifica al tejido. Sonda

La hibridacién in situ se basa en la complemen-
tariedad de bases nucleotidicas (A-T o A-U y G-C).
Del mismo modo que en la inmunocitoquimica se usan
los anticuerpos, en la hibridacién in situ se usa una
secuencia de nucleétidos, denominada sonda, que es
complementaria a la secuencia del ARN que quere-
mos detectar, y que estd conjugada con una molécula
que luego pondremos de manifiesto y que nos sirve
de marcador. El tamano apropiado de una sonda es
de entre 50 a 300 bases. Las sondas se pueden mar-
car de manera radiactiva (isotépica) o no radiactiva
(no isotépica). Esta ultima es la mds frecuente. Las
no isotopicas se pueden marcar con biotina, sustan-
cias fluorescentes, digoxigenina, bromodeoxiuridina, y
otras sustancias.

Quiza una de las razones por las que la hibridacién
in situ no es comun todavia en los laboratorios de
histologia es porque sintetizar una sonda es compli-
cado y generalmente no se puede usar en una especie
animal o vegetal distinta a aquella para la que se ha
producido dicha sonda. Ello es porque un mismo gen
(v su ARN mensajero) en dos especies distintas tienen
secuencias que no son idénticas y por tanto hay que
fabricar una sonda para cada especie. Sin embargo,
una vez obtenida la sonda el proceso de hibridacién
es sencillo.

Para obtener una sonda lo primero que tenemos
que hacer es conocer la secuencia de bases del ARNm
con el que queremos hibridarla. Si esa secuencia esta
publicada en las bases de datos en Internet todo el
proceso se simplifica enormemente puesto que hoy en
dia se puede solicitar la sintesis de forma quimica de
secuencias largas de ADN (hasta 1000 nucledtidos es
comun) a empresas especializadas. A partir de ese
ADN podemos obtener nuestras sondas en el laborato-
rio (ver mds abajo). Pero incluso, se pueden comprar
las sondas ya marcadas, con lo que nos ahorramos una
gran cantidad de tiempo en el laboratorio. Actual-
mente hay bases de datos enormes con multitud de
genes clonados con sus secuencias publicadas a partir
de las cuales se pueden obtener las sondas. Ademas,
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los principales especies modelo de estudio, tanto en
animales como en vegetales, tienen sus genomas com-
pletos secuenciados por lo que podremos buscar en
dichos genomas la secuencia génica en la que estemos
interesados.

Sin embargo, en muchos casos no conocemos la
secuencia de bases del gen deseado por lo que hay
que averiguarlo primero para obtener posteriormente
la sonda. Para obtener una sonda hay primero que
clonar la secuencia de bases del ARN mensajero que
queremos detectar. Clonar implica realizar una serie
de pasos. 1) Una vez purificado el ARN de nuestro
tejido, los ARN mensajeros se retrotranscriben (tran-
scripcién inversa), es decir, se hacen copias comple-
mentarias de ADN de todos los fragmentos de ARN
mensajero. Se obtienen hebras de ADN denominadas
cDNA (ADN clonado). 2) Mediante la técnica de
PCR (”polymerase chain reaction”) se consiguen mul-
titud de copias de manera especifica de la secuencia
que queremos estudiar. 3) Dichas copias se integran
en un plasmido y posteriormente se introduce en bac-
terias. 4) Se cultivan las bacterias para que proliferen
y asi también conseguir gran nimero de copias de
los plasmidos, que se duplican en cada divisiéon bac-
teriana. 5) Los pldsmidos se extraen y purifican. 6)
Mediante un proceso de transcripcion similar al que
ocurre en el nucleo de las células, a partir de estos
pldsmidos se consiguen numerosas réplicas de ARN
complementarias a nuestra secuencia inserta, que serd
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también complementaria a la secuencia del ARN men-
sajero que queremos detectar. El resultado de la
transcripcién realizada repetidas veces es un gran
nimero de cadenas de ARN denominadas sondas.
Durante la sintesis de la sonda es cuando se anaden
los nucledtidos conjugados con las moléculas mar-
cadoras que nos serviran para detectarla una vez la
hibridacién se haya producido. Normalmente son
moléculas pequetias como la digoxigenina y la biotina,
aunque también se pueden utilizar moléculas fluores-
centes, que se unen a los nucledtidos que formarin
parte de la sonda.

Proceso de hibridacién

Una vez sintetizada la sonda marcada, se pone en
contacto con el tejido e hibridara con aquellos ARN
mensajeros que sean complementarios. El lugar de
hibridacién se pondra de manifiesto cuando detecte-
mos nuestro marcador unido a la sonda (por ejemplo,
digoxigenina) con un anticuerpo conjugado con un en-
zima (por ejemplo, la fosfatasa alcalina) (Figuras 22,
23 y 24).

La hibridacién in situ se puede combinar con otras
técnicas como la inmunocitoquimica o con tinciones
generales.

Una variedad de la hibridacién in situ muy usada
consiste en conjugar la sonda con sustancias fluores-
centes (FISH, “fluorescent in situ hybridization”). Es
muy utilizada para localizar genes en los cromosomas.



Técnicas histologicas. Tincion.

-9
S="]
T

-A
©
o]
e
2
e
)
-4
*
¥l
4
)
Nt
-
¥l

Anti-digoxigenina Mucledtido Sonda con
conjugado con conjugado con nucledtidos marcados
fosfatasa alcalina digoxigenina (#)
-

\_, AU GG A-A-UG-C-C- U & C-E-AG-C \

Resultado de la hibridacidn mas incubacion con anticuerpos

BCIP L
.; 0% §
i Aﬂazm;é‘fé.—.\

Resultado de la reaccion enzimatica de la fosfatasa alcalina

© NBT NBT NBT
o BCIP BCIP .' L

Figura 22: Esquema resumido del proceso de hibridacién in situ. NBT (nitro blue tetrazolium) y el BCIP (5-Bromo-4-

chloro-3-indolyl fosfato, sal de toluidina) son los sustratos de la fosfatasa alcalina.

Figura 23: Imagen que muestra neuronas (de color azul) que expresan el receptor D1 para la dopamina en el cerebro

ventral de una lamprea.
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Figura 24: Esquema del proceso de hibridacion in situ sobre secciones de criostato.
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