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IJNTRODUCCION

E1 contenido de este manual se desarroll6 con la inten
cién de proporcionarle una serie de t&cnicas histolégicas °*
para tejido epite]i;], que sirvieraﬁ cbmo base, ademds de °*
una fuente de informacibn importante, ya que muchas Qeces !
adn tratdndose de temas generales, nos vemos en la necesi--

dad de consultar literatura en otros idiomas.

Por esté razén se cree conveniente indicar de la mane-
ra més simple un conjunto de técnicas histolSgicas para co-
nocer mids a fondo las estructuras anatémiéas de los orgaﬁig
mos. Por 1o gue en esfe traﬁajo s6lo se mencionan Yos mis '

conocidos y ufiiizddos para el tejido epitelial.

El pébpﬁsiio de este trabajo‘no es de ninguda manera °'
el de abarqar una informacidn completa acerca de dichas téc
nica; histol6gicas, pero sf{ trabajar para superér los cur-
sos de las generaciones futuras y enri&uecer]as con informa

cibn cadp vez mas Gtil.

Es evidente que los adelantos en esta época se caracte
rizan por el repetido-afﬁn de mejorar més las aplicaciones
de las técnicas, mediante nuevas combinaciones de acuerdo a
las necesidades de preservaciones de un tejido para un futu

ro estudio.



Actualmente la té&cnica histoidgica cuenta con retribu-
ciones valiosfisimas, de 1as‘que aquf es imposible hacer una

resefia histbrica.



0BJETIVOS

- Tener la informacifn necesaria y actualizada sobre

las técnicas histolfgicas del tejido epitelial.

- Contar con el apoyo técnico necesario para la clase

de ﬁiito1ogfa.

- Apoyar cualquier investigacién que se realiza en es-

ta drea.



CAPITULOD 1

GENERALIDADES.

1.1.- LA CELULA. "~

La célula es la unidad biol6gica fundamental de los se
Tes vivos. Las actividades de Tos oréanismos, cualesquiera
que ellos sean, son los resultados de los de todas y cada '
una de las Eélulas que los constituyen. Es un elemento con
una cierta individualidad propia. Las células de distintas
plantas y animales presentan un tamafio variable. La célula
tiene forma muy variable, cuando jbvenes son generaimente '
de forwa ovoiﬁe'o‘esferoida]. Cualquiera que sea su fdrha y
tamafio 1a célula estd constitufda.por tres partes -esencia--
les: Membrana; protoplasma; nicleo y un cierto nimero de or
'ggnelos sub-celulares; las formas mds comunes son: Mitocon-

drias, reticulo endoplésmico liso, aparato de golgi, lisoso

mas, centreolos, cilios, flageles..

Desde el punto de yiéta morfolégico y anat6mico la cé-
lula es el elemento fundamental de los seres vivos unicelu-
lares o.p!urice1u1ares, desde el punto de vista funcional '
las células pueden agruparse en dos categorfas fundamenta--
les. Las vegetativas y las de relacifn. Al primer grupo co-

rresponden la nutricibn, la respiracifn, la secvecifn, 1a '



circulacidn y la reproduccibn; y el segundo grupo 12 irrita

bilidad y el movimiento.

1.2.- TEJIDOS.

TEJIDO EPITELIAL.

Es un tejido integrado por cé&lulas contiguas con esca-

sa sustancia intercelular que suele cubrir superficies in--

- ternas y externas del organismo y ademds puede derivar de '

cualquiera de las tres hojas embrionarias, y que cumple con

funciones de revestimiento o glandular (principalmente) o '
revestimiento especializado, realizando trabajos sensaria--
les (como receptor de estimulos).

k]

CLASIFICACION FUNCIONAL DE LOS EPITELIOS.‘

E1 tejido epitelial se clasifica de acuerdo a sus fun-

ciones m§s notorias:

a) Epitelios de revestimiento.

b) Epitelios g]andulares.

Los epitelios de revestimiento son los encargados de -
cubrir las superficies internas y externas del organismo. ' -

De acuerdo con ia cantidad de capas de c&lulas que los inte



gran se sub-clasifican en:

a) Epitelids simples; éstos a su vez se clasifican se-

gin la forma de las células en tres tipos diferentes:

.

- epitelios planos
- epitelios cilfndricos

- epitelios cibicos.

b) Epitelios estratificados: En la constitucién de és~

tos, intervienen varias capas o estratos, se clasifican en:

- pavimentoso estratificado
- ci]fndricp estratfficado
- polimorfo o de transicidn.
. _ '
c) Epitelio g]andu]ar: Sefialamos que hay dos clases '
principales de'tejido epitelial, la g]anduiar es la seguﬁda
y §e pueden blas{ficar'de muchas maneras, hay dos gruﬁos '

principales:

- Gldndulas exocrinas

- Gldndulas endocrinas.

Las gi&ndulas exocrinas se clasifican de varias mane--

ras:

- glgndulas simples y compuestas

- gl4ndulas tubulares, acinosas y alveolares

)..\



- gléndulas mucosas serosas y mixtas

- glindulas merocrinas, holocrinas y apocrinas.

La estructura de las gldndulas endocrinas es bastante
mds sencilla que las de las exocrinas, porque no poseen con

ductos.
TEJIDO CONJUNTIVO.

El.origen del tejido conjuntivo se deriva de la terce-

ra capa germinativa.

E1 tejido conectivo #ifiere de los epitelios porgque pé
see abundante substancia intercelular o -matriz. La matriz *
consiste en fibrés y sustancia fund;menta]mente, en cual- '~
quier clase de tejido conectivo, deben tomarse en-cuenta *
tres elementos: C&lulas, fibras y sustancia fundamental; ey
las dos Gltimas forman la substancia 6 intérce]u]ar 6 matriz
intercelular. Loé tejidos esqueléticos aifieren’de los co-

nectivos propiamente dichos por la rigidez de la matriz.
. Clasificacifn del tejido conjuntivo:
La c1asificac16n»princ1pa1 del_tejido conjuntivo depen

de de la concentracibn de fibras. E1 tejido conjuntivo gque

muestra abundantes fibras dispuestas en forma compacta se '



11ama tejido conectivo denso. E1 tejido conectivo laxo pre-

senta pocas fibras y comparativamente m&s células.
TEJIDO MUSCULAR. -

En el tejido muscular se distinguen tres tipos de teji

do muscular:

-- Estriado
- Liso o .voluntario

- Cardiaco.

E1 tejido muscular tiene la propiedad de Eontractili--
‘dad en sentiao lineal de las fibras musculares. La con?rac-
ci6én es responsable de 1a locomocibn y movimiento de &rga--
nos internos, también tiene gran %mportancia_en la produc--~ -

cién de ca]of del cuerpo.
E1 tejido muscular liso se compone de cé&lulas largas,-
delgadas, fusiformes que poseen un sclo nicleo alargado lo-

calizado en la porcién central.

Tejido mus;u]ar estriado: Compone todos los mdsculos °

voluntarios, se encuentra formado por fibras largas.

Tejido muscular cardiaco: Presenta caracteristicas del



misculo 1iso como del misculo esquelético, ya que sus con-

tracciones son rftmicas o involuntarias.

Su desarrollo embrionario se intercala entre el ecta--

dermo y el endodermo.
TEJIDO NERVIOSO.

La unidad estfucgura] del tejido nervioso es la neuro-
na, la cpal tiene la propiedad de irritabilidad o capaci&ad
para responder a estfmﬁ1os fisicos y_qufmiébs por initja-.-
cibn del impulso y conductividad,‘transmisién de 1@ onda de
exitacién. Ademds de las neuronas el sistema nervioso incluy
ye células de ;ostén~y-saté1ites,_vasos sanguineos y, en el
s%stema nervioso central, un revestimiento protector llama-

do meninges.

Caquneurona'éspé compuesta por ﬁn cuerpo celulary '
sus prolongaciones. El cuerpo de la neurona suele ser volu-
minoso, de tamaio variable. Las neuronas se clasifican en '
tres clases genéra]es: Unipolares; muftipo]afes y bipolares.

La mayor parte de las neuronas tienen varias dendritas
que se ramifican repgtidamente, 1o cual aumenta la superfi-

cie para recepcién del impulso.



Las fibras nerviosas estdn formadas por citoplasma y
cubiertas por membrana plasmitica, varfan en tamafio. las fi
bras nerviosas del sistema nervioso periférico estdn rodea-

.das de una vaina celular, el neurilema.
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CAPITULO II

TECNICA GENERAL PARA EL ESTUDIO DE LOS TEJIDOS.

"Los siguientes recursos précticos forman la técnica °
histoldgica para estudiar los elementos constitutivos de °

los tejidos:

Aparatos, Méteria] de Laboratorio gque incluye crista]ﬁ
rié, accesorios y reactivos y Nlos Métodos & Técnicas Histo-

16gicas.

Entre los multiples aparatos que se utilizan actualmen
‘te-para el estudio de la histologfa, aquéllos que se hacen
indispensables para la enséfianza y la investigicién son los

aparatos de observacién y de Corte.

APARATOS DE OBSERVACION.

(Microscopios). Aunque inciertos, los orfgenes del mi-
croscopio se remontan a los egipcios;:sin embargo no se>lo-
gré la cbnstruccién de Eésto hasta el siglo XVII'y el mérito
corresponde a Antonio Leeuwenhoek. Pero fue en el siglo XIX
cuando el Ffisico Efnest Abbe, en colaboracién con un reloje
ro de nombre Carl Zeiss, construyeron los primeros microsco

pios.
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Con Abbe se desarrollaron ademfs las teorfas para la *
construccifn de otros sistemas 6pticos tales como contraste
de fases, interferéncia. etc. Las contribuciones posterio--
res se refieren al perfeccionamiento y especializacibn del

microscobio basdndose en 10s principios de Abbe y Zeiss.

£l microstopib puede ser simple, cuando consta de una
sola lente:biconvexa o plano convexd, dispuesta de tal suer
te que suministra una im&gen virtual derecha y mis grande °
que ‘el objeto, © puede ser compuesto cuando estd constituf-
do por un sistema de lentes séparadas que combinan las dos
condiciones en que las lentes &an imégenps amélificadas; es

decir, una imagen real invertida y amplificada mis una ima-

geﬁ virtual derecha y mds grande, en relacibn a la primera.

_Todo microscopio ‘compuesto comprende una parte mecdni-
€a y una parte 6ptica. Ambas se complementan y deben ser lo

mis perfectos posibles p&ra obtener el mejor rendimiento.

La parte mecdnica comprende el pie o estativo, el bra-

zo o columna, la platiha y el tubo principal.

La parte 6ptica consta de espejo o prisma, que réfleja
la-luz de la 1émpara; condensador, objetivos y oculares. ES
ta descripcién corresponde al microsgop{o de observacifn; '

este microscopio es especialmente Gtil en la ensefianza, e '
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ideal para la observacidn de preparacipne§ fijados y teni--

dos.

Para la determinaci6bn de los componentes tisulares, no
solo el microscopio de observacidn es Gtil, sino que tam--
bién tienen importante aplicacién otros microscopios de los

cuales se hard una breve mencifn a continuacién.

2.1. MICROSCOPIO DE POLARIZACION.

Para fines précticos, un microscopio de campo claro '

puede servir como microscopio de polarizacibén, si se equipa
adecuadamgnte con dos fi]trés de material polaroide: Uno '
que encaje en el ani]fo del condensador Yy que quede cercano
a la fuente Pumjnosa, y otro que se ajuste al ocular del mi
croscopio y que quede cercano al objetiQp, Al interponer es
tos filtros en planos de polarizacibn perpendiculares entre
si, se obtiene un campo de Tuz po]arizéda que varia eﬁ pre-
sencia de algunos materiales, qué destacan por su brillan--
tez y coloracifn particular; Yos materiales que producen es

te efecto se dice que son Opticamente activos.

E1 material biol6gico en observacifn puede ser vivo o
fijado y tefiido, con el (nico requisito que sea Gpticamente

activo.



2.2. MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA.

Es un microscopio comin, puede aplicarse la fluorescen
cia mediante la inclusi6n adecuada de una fuente de ilumina
ci6n ultravioleta, un condensador con lentes de cuarzo y en
tre el objetivo y el ocutar, los filtros necesarios para °
eliminar la luz ultravioleta gue pueda pasar al sistema. La

fluorescencia que poseen los cuerpos puede ser natural o ip

ducida por medio de fluorocromos.

Tanto animales como vegetales, poseen substancias con
fluorescencia natural o bien para un estudio especifico, €&s

ta puede ser inducida.

2.3. MICROSCOPIO BE CONTRASTE DE FASES.

Es el sistema 6ptico de mayor utilidad en el estudio '
del matéfia] vivo; para la Bisto]ogfa representa la observa
cién de la eStructura—rea1 de las cé1u1as eliminando las al
teraciones que en cierta medida conllevan el material fija-
do y tefiido. Ademds unificalla forma y la funcifn celular,
que es tan importante en la interpfetacidn histo1égic§. De-~
safortunadamente, en general, sQlo brinda ddtes’aislados ¥
hasta ahora no ha permitido el estudio integral. de los teji

dos.



_ préctica esto se logra mediante dos dispositivos anulares

Este microscopio se basa en ta introduccibn de una di-
ferencia de fase de 1/4 de longitud de onda, eﬁtre la luz
directa y la difractada que pasan a través del objetivo. ks
to conyierte las diferencias de refractividad en diferen- -

cias de intensidad de la 1uz apreciable por el ojo. En la

que se colocan, uno en el condensador y otro en e1'objetivq
L}

y qué producen el desfasamiento de 3 de longitud de onda.

Se debe utilizar luz monocromitica, de preferencia verde.

2.4. MICROSCOPIO DE INTERFERENCIA.

Este sistema trabaja produciendo una interferencia en-

treldos campos, uno de la fuente de luz y otro de la fuente

de luz mds el objeto, haciéndose posible variar 1a diferen-

cia de fases entre los dos campos y aumentar-asf'considgra-

hlemente el contraste.

buede obtenerse interferencia policromdtica si se adi-
ciona una ldmina de refraccifn po]icrométfca. Mediante la '
secuencia de colores, que indica &%ferentes fndices de re--~
fraccidn pueden hacerse determinaciones cuantitativas, por

ejemplo de 1ipidos, protefnas, §cidos nucléicos, etc.

Estos métodos fisicos ablicados a la microscopfa,_ son

armas utilfsimas para el desarrollo cientffico y adaptados
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a la Biologfa brindan un amplio panorama para el ‘estudic de

sus diversas ramas.
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CAPITULO III

APARATOS DE CORTE (MICROTOMOS)

Para hacer el examen microscbpico de los tejidos, es '
. necesario que &stos ofrezcan transparencia, lo cual solo '
puede -lograrse de tres maneras: Mediante peliculas muy del-
gadas de tejido cbmo_]as qde se obtienen en algunos cuiti--
vos de tejidos disociando el tejido en ;us elementos compo-
nentes; 0 reduciendo a cortes sumamente delgados. Muy ‘nume-
rosos son en la actualidad los mdde]os de microtomos usados
‘en los Laboratorios, pero considerando el mecanismo median-
te el cual'impulsan el objeto seccionable, casi todos caen

en la categoria de-micfotomo; de deslizamiento. Estos micro
tomos tienen variaciones en precisidn, automatismo, tamaﬁo;
etc. y pueden ser muy especificos de acuerdo al material de

inclusibn.

3.1 MICROTOMOS PARA CORTES POR PARAFINA.

Estos microtomos constan en general de una s6lida base
y soportes verticales; uno de éstos corre sobre un carril y
lleva la_pieza conductora de 1a navaja, que puede fijarse '
mediante tornillos en las mds variadas posiciones; otros so
Aportes sostienen las piezas'éue contiens la portaplatina y
ﬁue tiene un mecanismo de ascenso y descenso, esta pieza es

td unida a una manivela que permite regular estos movimien-



tos, la pinza portaplatina puede deslizarse horizontalmente
y paralela a la navaja mediante un torniltlo micrométrico. '
‘Como la platina asciende automiticamente al resbalar, para-
lela a 1la nav;ja, pueden hacerse cortes sucesivos Qe1 obje-
to seccionable regulando el grosor con el tornillo micromé-

trico que se fija en el niimero de micras deseado.

3.2 MICROTOMO PARA CORTES POR CONGELACION.

"En los Gltimos afos, se.ha ampiiado'mucho el uso de -
.Yos microtomos bara hacer cortes por congelacidn porgue per .
mgten obtener co}tes finos en poco fiempo y porque se ha he -
cho comiin el empieo del &cido carbb6nico Tiquido para Ta pro
duccidn inmediata de bajas temperaturaé.
Los modelos por dem&s muy variados, son sencillos y
econémicos, ademds, aunque el microtomo‘no sea especial pa-
ra congelacibn, pueden haférse]e adaptacicnes para que fun-
cione como tal; sobre todo a microtomos que sirven para'cog
tar mediante inclusidn en parafina y celoidina.
En.términos’generales, el aparafo consta de una base '
que puede sujetarse f;ci1menfe al borde de unz mesa; sobre‘
esta base se encuentran las otras piezas qﬁe son: Und plati
na donde se coloca el bloque que se va a seccionar; reltacio

v

nada y por debajo de esta platina, enconiramos una cémara



pulucrizadora unida al tanque que contiene el gas, el cual
es independiente del microtomo y mediante tubos y juego de
1laves hace pasar el &cido carb6nico instantaneamente hasta
el pulverlzador~ la otra pieza indispensable es la navaja,
que med1ante un soporte que le brinda dgiro en arco de cfrcy

lo ataca perpgndicularmente a la pieza seccionable.

En general, si se desea tener éxito en 1a microtomia,
es indispensable obtener un perfecto endurecimiento o inclu
si6n de la pieza que se va a seccionar y mantener constante

mente la navaja bien afilada.



CAPITULD 1V

MATERIAL DE LABORATORIO

CRISTALERTA.

El material de cristalerfa mids comin y su empleo en la
técnica histoldgica puede ser resumido en la siguiente 1is-

ta.

~ Vasos de Precipitados Graduados y no Graduados:

Se usan para colocar sustancias que no sean muy volati
les, concentrados -y corrosivas, por ejemplo agua, alcoholes
diluidos, etc. Los hay de muchas capacidades, los m&s em- -

pleados varfan entre 40 cc y 500 cc.

Pueden usarse también como recipientes para residuos '

para calentar ligeramente alguna sustancia, etc.

Existen pequefios vasos de 10 cc especiales para reacti

vos argénticos, mejor conocidos como pocillos de Rfo-Horte-

ga.

- Matraces Graduados y No Graduados;

Se usan sobre todo para la preparacifn de reactivos, '



como colorantes, alcoholes, etc. y en general para hacer di
luciones o mezclas; es frecuente que una vez préparadoveI '
reactivo se dgsocupen los matraces y las sustancias se pa--
sen a frascos tppados donde se consgrvan{ ’

Se usan también para calentar suStancias, incluso has-
]

ta ebullicién, tapando o né la boca del wmatraz, segin el

desprendimiento de vapores.

- Probetas y Pipetas Graduadas:

Se emplean-en la elaboracibn de reactivos y soluciones
]

para medir con precisi6n los voldmenes de 1iquidos que se

requieren.

- Cajas de Petri, Cajas y Vasos de Koplin:

Se emplean sobre todo en la elaboracibn de 1as.tésni-—
cas de tincién, en é11as se depositan las diferentes sustan
cias en el orden establecido por la técnica y allf se colo-
can'los~cortes libres, en cuyo caso se usan cajas de.Petri
o adheridos al portaobjetos, utilizdndose éntonces las ca-

jas o vasos de Koplin,

Las cajas de Petri se utilizan en especial para tefiir

cortes por congeiacifn © inclusi6n, pero uno por uno; las
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cajas y vasos de Koplin para tefiir cortes en serie inclu~- -

si6n o frotis.

Las cajas que contengan altoho]esfy xilol deben estar
tabadas para que los cortes no se hidratéﬁ dében taparse, '
asimismo las céjas qué conténg;n sustancias corrosivas y da
fiinas ¢ que sufran'precipitaciones.‘

lLas cajas de Petri son (Gtiles también pare graduar _v‘l
manejar cortes ﬁor congelacifn hasta el momento de ser tefii

dos, manteniéndolos en agua destilada con unas gotas de for

mol.

Las cajas de Pe{?i profundas y poco profundas; las pri
meras sue]ep usarse para el xilol o la creosota, para faci-
litar el montaje de los corteéven el poriaobjetos Yy en geng
ral para bafios abundantes o por largo tiempo; las ;egundas

se utilizan en general para bafios escasos o de poco tiempo.

- Frascos Goteros:

Estos frascos son Gtiles para guardar reactivos no co-
rrosivos que se emplean en pequefias cantidades y se adicio-

nan por goteo.



23

- Frascos con Tapbn Esmerilado para_Reactivos;

Se utilizan sobre todo para guardar reactivos, en espe
ci§1 los mby corrosivos, pues frecuentemente los vapores °*
destruyen los tapones que no son de vidrio, estos frascos '

“pueden ser transparentes o de color &mbar; 1osvprimefos pa-
ra .reactivos que no sufren cambios por la accién de la luz,

y_ios segundos cuando se de el caso contrario.

- Cristalizadores:

Son ideales para efectuar bafios sobre otros recipien--
tes que contengan sustancias a las que se desea elevar o0 ba
“jar la temperatgra, o simplemente, conservar a ciertas con-
diciones de temperatura o también suelen emplearse para se-
leccionar y enjuagar el material obtenidb»de las diseccio--

nes.

- Vidrios de.Reloj: -

Se empleaﬁ para hacer pequefias mezclés, enjuagues o '
tinciones de pocos cortes o parza cubrir recipientes, sobre
.todo vesos de precipitaciﬁn y po;illos de Rfo-Hortega. Los
hay de varios tamafios-para adaptarsé a la boca del recipien

te.



-~ Frascos de Boca Ancha con Tapbn de Rosca:

Se emplean con frecuencia, sobre todo en la ensefianza,
para realizar la ¥ijaci6n de los 6rganos y para 1la prepara-'
cib6n de las piezas de platina que van a ser incluidas en pa

rafina; en estos frascos, los estudiantes hacen sus deshi--

"drataciones, aclaraciones, transparentaciones, etc. En los

laboratorios de investigacibn o de técnicas de rutina son
menos empleados, puesto que 1os pasos previos a la inclu- -

sién suelen hacerse en un procesador automftico de tejidos.

~ Cubreobjetos y Portaobjetos:

Los cubreobjetos y los portaobjetos son l&minas delga-
das de cristal, libres de burbujas y aséerezas, que sirven
para montar y qubr?r Tos preparados destinados a la observa
cibn microsébpica. £] taﬁaﬁo y delgadez de estas laminillas
varfa para adaptarse a las dimensiones de los preparadoS; !

en generdl los portaobjetos miden 75 mm. de largo por 25 mm

de ancho, con espesor poco variable, y los cubreobjetos més

"usados de 22 por 22 mm. con un espesor de entre 7 y 30 cen-

técimas de mm. En el mercado el espesor se denomina con los
ndmeros 1, 2 o 3, correspondiendo el nimero 1-a los mis del
gados, que son los que se recomiendan para trabajos de in--

vestigacién y para la aplicacién de fuertes aumentos.

Sobre el portaobjetos se montan los preparados, fres--
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cos o fijados y tefiidos, cubriéndose o né con un reactivo '
conservador. Sobre ellos se realizap también los métodos de
tincidn en los cortes, que mediante un adherente fueron mon
tados prev?amente en ellos.-igualmente si se trata de fro--

tis o extendidos.

Los cubreobjetgs son de]gadisimoé cristales que estdn:
destinados a cubrir las preparaciones, ya,mdhtadas en el '
portaobjetos, y embebidas o nd en el conservador; su fun- -
¢ibn principal radiéa en hacerlas plahas y manejables bajo

el mic}os;opio y protegerlas de cuerpos extrafios.
- Embudos:

Son elementos indispensables en la preparacién de mu-
chos reactivos, entre ellos los colorantes. E1 empleo dg’,'
Jos embudos estf fntimamente ligado al uso.de papel filtro
o algod6n de vidrio, ya que es mediante el ensamble de és--
tos dbs objetos que se hace el filtrado de las sustancias,-
de las cuales se desea eliminar precipitados residuos, impg

rezas, etc.
- Otro Material:

Aungue no se trata precisamente de material de crista-

lerfa, mencionaremos algunos accesorios indispensables pafa
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la elaboracién de las técnicas histolbgicas. Estos son: Gan
chos de vidrio, agitadores, pinceles,{agujas de diseccifn,~
pinzas, etc., necesarios para manejar los cortes, y etique-

tas, charolas y cajas, para manejar las preparaciones.
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CAPITULO V

REACTI1IVOS.

Se denominan reactivos a las sustancias que producen '
en 1os tejidos modificaciones fisicas o quimicas, en virtud
de las cuales puede adquirirse informaci6n acerca de Ta es-

tructura y relacién de sus elementos anatémicos.

Existen tgjidos como el conectivo, endotelial, nervio-
so, etc., cuyos elementos carecen de color o bien tienen es
céso contraéte en sus fndices de refraccién, 1o que dificul
ta, bajo el microscopio, la determinacifn de ciertas estruc

turas por la homogeneidad que ofrecen al observador.

gste hecho, entre otros, ha propiciado que 165 reactif
vOoS Sean ampliahente usados, debidb a su poder ré?elador; '
" -Ademds, 1a mayor parte de Yos tejidos son grueses y opacos,
y es necesario reducirlos a finos cortes; para ello se ha-

cen indispensables operaciones previas de fijacién y poste-

riores de coloracidn y conservacibn.

Son nidltiples los reactivos empleados y una manera - -
préctica de~c1a§1ficar1os es de acuerdo a2 las modificacio--
nes que provocan en 1os tejidos. Asf tenemos reactivos fijg
dores, aclaradores, opacantes, aisladores, ablandadores, '

inofensivos, coloranies y conservadores.



5.1 REACTIVOS FIJADORES:

Estos reactivos detienen o minimizan las alteraciones
post-morten por precipitaci&h o coagulacién de las protef--
nas celulares; al mismo tiempo endurecen 1los tejidps, prepa
r;ndo]os para su posterior manipulacibén. Los fijadores més
usados son el alcohol, dcido crbmico, acético, pfcrico, 6s-

'

mico, cloruro de platino, bicloruro dé mercurio y formol-,

este Gltimo diluido al 10% es el mds empleado.

Pueden usarse solos o mezclados en distintas proporcio

neS, utilizando asi las ventajas de varios de ellos.

5.2 REACTIVOS ACLARADORES:

A

.Los reactivos aclaradores actdan borrando o moderando
los fndices de refraccién de los elementos tisulares. Mien-
tras menos contraste mds claros aparecerdn los preparados y

més fécil serd la abreciacidn de los elementos coloreados.

Entre los mds usados tenemos esencias 0 aceite de cla-

By

vo, de cedro, o de orfgano, xilol y creosota.

5.3 REACTIVOS OFACANTES:

Los reactivos opacantes actflian de modo contrario 2 los
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reactives aclarantes, oscureciendo el contorno celular y ro
bando transparencia a la preparacifn. Este efecto es Gtil '
cuando se observan células sueltas, filamentos libres y su-

perficies que exhiben expansiones delicadas.

Entre estos agentes tenemos el aire, alcohol, éter, °

agua corriente.

5.4 REACTIVOS AISLADORES:

Estos reactivos actGan liberando los elementos celula-
res de los tejidos o, al menos, facilitando su disociacifn

mecdnica.
Los mi&s usados son el &§cido nitrito al 25%, potasa al
40%, alcohol al 30%, &cido sulfirico diluido, &cido picrico

a saturacifn, etc.

5.5 RfACTIVOS ABLANDANTES:

Estos reactivos se usan para reblandecer los tejidos '
excesivamente duros, como hueso-y dientes, en virtud de que

disuelven las sales de calcio.

Entre estos reactivos los mds usados son los &cidos nf

trico, tricloraceticocrdémico, clorhidrico y picrico, todos



en soluciones mis o menos diluidas, con excepcidn del pfcri

co, que se emplea a saturacibn.

5.6 REACTIVOS INOFENSIVOS:

Los reactivos inofensivos. también llamadog soluciones
o sueros fisiol6gicos, son aquellos 1igquidos que a]téran PO
co 0 nada la forma J vitalidad de los e]emenigs celulares,
y con este fin se utilizan durante el examen en vivo de hu-

mores y tejidos.

Entre estos liquidos los més'usados éon soluciones sa-
linas, como ]Tquido de Ringer, de Locke, de B%ioze?o, etc.,
0 sihp1emente cloruro de sodio 9.9 gildisue1to en 100 cc. !
de agua destilada. Son también ventajosas las soluciones na
turales, como ‘el humor acuoso, y sobre todo el plasma san;-

guineo no coagulado.

5.7 REACTIVOS COLORANTES:

Los reactivos colorantes son sustané%as que permiten '
distinguir detalles estructuralmente invisibles, o poco apa
rentes al microscopio, por'su capacidad de fijarse en ciér-
tas partes de los tejidos con matices de.variada intensidad.

Estas sustancias son de dos tipos generales:

a) Colorantes naturales, extrafdos de productos anima-
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les o vegetales, como el carmfn, la hematoxilina, '

la orceina y la safranina.

b) Colorantes artificiales, conocidos como colorantes
de. anilina, colorantes de carbfn o colorantes sinté

ticos.

Aqui podemos anotar también los reactivos impregnado--
' res, que tienen la propiedad de tefiir selectivamente, pero
a cond1c1on de sufr1r en presencia del teJ1do una descompo-
sicidn. Las sustanc1as que actian asi con el écwdo 6smico,
el nitrato de p1ata amoniacal, el cloruro de oro y el bicro
mato de potasio puesto en presencia de sales de plata o de
mercurio.

3

5.8 REACTIVOS CONSERVADORES:

‘Los reactivos conservadores son aquellos gque protegen
a los tejidos de la putrefaccidn, conservan el color y evi-
tan cambios que pudieran sufrir las preparaciones histolfgi

cas.
Estos reactivos algunas veces eliminan el agua del pre °
parado, evitando todo crecimiento vacteriano, otras veces '

sustituyen el agua por materias resinosas imputrecibles.

Entre estos conservadores tenemos a la glicerina, b4l-
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samo de Canadd, resinas sintéticas, gelatina, licor de Apa-

thy y licor de Ferrant.



CAPITULD VI

METODOS HISTOLOGICOS

Se denomina método o t&cnica histol8gica al conjunto '

de operaciones destinadas a demostrar la disposici6n estruc

tural de los tejidos. Cada método incluye una serie de ac-

tos técnicos para determinar cadg particularidad de una es- R

tructura dada.

Como es sabido, estos métodos son muy numerosos, pero ‘'

para los fines de este trabajo vamos a reducirlos a dos gru

pos generales:

a)

b}

MEtodos para el examen-en vivo.- £1 examen de los '
elementos vivos puede efectuarse, bien en 17quidos

orgdnicos, en tgjidos disoc{ables, y en membranas '
transparentes, mantenifndose €n un reactivo inofen-
sivo, o bien, mediante el método de los cultivos ce

Tulares.

Métodos para el examen de tejidos privados de vita-
lidad.- La dificultad de ver directamente con el mi
croscopio 1a arquitectura nafural de 1a mayorfa de
Tos tejidos, por su grosor y capacidad, y sobre to-
do por 1a répida descomposici6n que experimentan, '

ha dado lugar a una serie de operaciones indispensa
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bles para evidenciar la estructura tisular y conser
varla durante mucho tiempo en preparaciones fijas,
. L]

las que son muy (tiles en todos losicampos de la

Biologfa.

La serie de maniobras para el examen de tejidds priva-
dos de vitalidad incluye, en términos generales, fijacibn,

corte, coloracién y conservacibn.

En este trabajo solo se tratardn los métodos para el '
examen de los tejidos privados de vitalidad, dado que el '
examen de los tejidos vivos, sobre tﬁdo el método de los
cultivos célu]ares, se ha convertido en un campo mﬁy egﬁe-~
cia]izado,'cuyg exposicifn reclamaria una hayor extensidn.

FTIJACTION

Con el advenimiento del microscopio y su empleo en el
campo de la Biologfa se abri6 un amplio pﬁnorama para el es
tudio de la investigacifn y trajo conjuntamente, una serie
de problemas dévdiffcil solucidn. Al principio los onetos
observadores eran extraordinariamente limitados, como gotas
‘de agua, hojas, animales pequehos. etc.; ésto difé lugar a °*
la iniciacién de cortes en los tejidos. Inicialmente estos
se efectuaron con navajas y 2 mano{ y los primeros estudios

corresponden a Robert Hooke en el corcho, material que se °*
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sabe es producto de secrecifn celular, por naturaleza duro,

y no sufre el fen6meno de putrefaccibn.

Cuando se trataba de hacer estudios con cortes de tejj
dos, animales o vegeta]es,'sé aprecio que en poco tiempo su
frian fen6menos de destruccién. Esta dificultad abrif las °

puertas a 1o que s conoce actualmente con el nqmbré de fi-

jacibn tisular.

La fijacibn tiene como principales finalidades el evi-
tar la putrefaccifn y la autolisis, ya que son la causa de
las répidas modificaciones que experimentan las células al

morir.

En 1a autolisis hay que e;itar la accifén'de las enzi--
‘mas-ce1u1ares. ya que_cuén@o cesa 1a actividad viva deA1a4’
cé]u]a,.en.vez de ayudar 21 proceso de sintesis protoplésmi
ca act@an de manera inversa. Hay que evitar también el cre-
cimiento de Bacterias que destruyen los tejidos, dando ju--

) gaf al fenfmeno de putrefaccibn.

Para evitar ésto es preciso someter a los tejidos a 1la
aécibn de sustancias que detengan o reduzcan al minimo, es-
tas elteraciones, Esto se consigue con reactivos que solidi
'fiquen, bor coagu]acfﬁn ¢} precipitaciép, las susfantfas‘prg

téicas celulares; al mismo tiempo, esta accifn endurece los
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tejidos, déndoles una consistencia adecuada para su trata--

miento posterior.

Una fijacibn ideal serfa aqué]]a'que conservara a la '
célula en un estado idéntico al estado vivo, sin a]teracfbn
de la integridad de Sus caracteres morfol6gicos, sin dar lu
gar a que aparezcan, artificialmente, nuevos detalles es- -
tructurales. Esta fijacifn exacta no puede llevarsé a cabo
con los'procedimientos actuales; la accibn pronta y enérgi-
ca de un reactivo fij&dor'impide, hasta cierto punto, las '
alteraciones post-morten, pero también modifica mds 0 menos

la estructura celular.

6.1 CUALIDADES DE LOS FIJADORES:
)
La primera cualidad de un buen - fijador €s la potencia

de penetraciéh en los tejidos, de tal manera que el 1fquido

"pueda fijar tanto las capas superficiales como las zonas '

profundas.

Ef fijador debe producir una coagulacibn tota],de: las

proteinas, pero no es necesaria que &sta sea instanténea.

La rapidez de accién de un fijador debe ser _con el ob-
jeto de matar lo mé&s rdpidamente pqsible a las células, 1la

codgulacibn total, por el contrario, debe producirse secun--



37

dariamente, a modo de no producir contracciones y encogi- -
mientos. Finalmente anotemos gue Qn buen fijador no debe '
arrugar ni encoger los tejidos, no los debe ennegrecer, ni
dejarlos quebradizos o fragiles,_y debe dejarlos aptos .para

ser tefiidos selectivamente:

6.2 CARACTERISTICAS DE L0OS FIJADORES.

E1 fijador, da la dureza suficiente pafa permitir una
resistencia a todas las manip;1acione§ siguientes de los fg
Jidos Sin deformarse, el endurecimiento es una operacibn '
distinta a la fijacib6n; la mayor parte de los fijadores ac-
tuales endurécen suficientemente a los tejidos, pero lo - --
opuesto no es verdad; no todos los 1iquidos endurecedores '

. k)
son buenos fijadores.

La.fijacién-debé producir, al mismo tiempo, la insolu-
b{liqad de los elementos constitutivos de células y tejidos.
Es necesario evitar que las e§tructurés cohsérvadas por el
" fijador sean destruidas posteriormente por la accidn de los
" 1iquidos de lavado o las -soluciones colorantes; esta estabi

lidad varfa segin los fijadores.

De las diversas reacciones entre el fijador y el teji-
_do, resultan también verdaderas diferencias 6pticas, con mo

dificaciones mis o menos grandes en la réfrigerencia de los
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distintos componentes celulares, resultando detalles invisi

bles en el estado vivo, determinado, segln el reactivo, el

‘mayor o menor Exito en la interpretacibn.

6.3 ACCION DEL FIJADOR SOBRE LOS TEJIDOS:

La manera de actuar de 195 fijadores, sobre ]os‘compo—
nentes tisulares, &s muy variable y depende de cada fijador

en particular; algunos de ellos tienen acciones similares.

E1 efecto que los fijadores tienen sobre los tejidos '
vamos a analizarlo basdndonos en el formol -al 10%, pues es
el fijador mds ampliamente usado.

. - : i ,
Las reacciones del fijador con las proteinas tisulares

son numerosas y complejas, ya que pueden combinarse.con una

_variedad de grupos diferentes, formando en muchos casos - -

puentes de unién entre ellos, a esta accibén de formar enla-
ces entre cadenas protefnicas adyacentes, debe el formol su

éxito como fijador.
E1 formol afecta principalmente a los grupos amino, '
imino,.amido, reptido, guanidilo; hidroxilo, carboxilo, sul

fidrilo y anillos arométicos.

Muchas de estas reacciones son reversibles, algunas su
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mamente 1&biles y un cierto nlGmero de reacciones irreversi-

bles.

Lo importante de estas observaciones para la histolo--
gia, es gque después del tratamiéntb con formol, seguido de
lavado, la méyorfa de los grupos activos quedan en condicio
nes para reaccionar con lbs reactivos empleados posterior--

mente.

6.4 DESVENTAJAS DE LOS METODOS DE FIJACION:

Los métodos de fijaci6n, desde el punto de vista histo

.quimico, tienen numerosas objeciones, siendo las principa--

Tes:
- Pérdida de sustancias solubles, por ejemplo, 11pidos
en fijadores disolventes de grasas y protefnas, poli
sacdridos y materiales inorgdnicos en fijadores acuo

SO0S.

- Desp]azamiento‘de algunos constituyéntes celulares
por difusién, dando artefactos de arrastre, por ejem:
agregaciﬁn de pequefias partfcu]as y artefactos de fi
jacifn, por ejem: apelotamiento de &cidos nucléicos

en 21 nicleo.



- Desnaturalizaci6én de protefnas . con alteracién de sus

propiedades ffsicas.

- Alteracifn dufmica de los grupos reactivos de protef

nas, y
- Desnutricifn de enzimas.

Enlla mayoria de los casos es el formol el fijador al
que menos objeciones pueda oponérsele. Desde el punto de '
vista histoTégico,'la Gnica objetjén importante es que da '
una deficiente imagen .nuclear, especialmente en.tejidos que

tienen una cantidad grande de células.

6.5 AGENTES FIJADORES:

Los reactivos fijadores mis comidnmente usados son 1o0s
dcidos minerales, sales metdlicas, dcidos orgdnicos.y reduc

tores orgdnicos.

- Acidos Minerales:

Acido Crémico.- Solo tiene accifn fijadora'en solucio-
nes muy diluidas, 0.1 2 1%, ya que en soluciones concentra-
das es un disociador muy poderoso. Fija bien los niicleos. '

Es rara vez usado.
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Acido Osmico.- Debe ser 1lamado tetr8xido de osmio (05
04), ya que‘el ﬁcido 6smico (H2 Og 04) no se usa en fija- -
ciébn. Se usa en solucibn acuoéa al 1%. Mata rdpidamente las
células y fija bien el citoplasma y el condriomé. pero no
el ﬁﬁc]eo. Impide una buena diferenciacibn &ptica. En esta-

do de-vapor es un fijador excelente solo para piezas muy °

delgadas y pequefias, como protozoarios y frotis.

- sales Metdlicas:

Bicromato de Potasio.- Las soluciones al 3 o 4% endure

cen perfectamente los centros nerviosos. Fija bien el cito-

plasma pero altera el nicleo.

*

I Py %« 3 K
Bicloruro de Mercurio.- Se usa disuelto a saturacién

en agua destilada o en una so]uc16n de c1oruro de sodio . al
~0.5% es un fijador de primer orden pero es necesario elimi-
narlo por completo de los tejidos, cuando la fijacidn termi

ne, para evitar la formacidn de cristales.

Cloruro de Platino.- Se utiliza al 1.300 en soltucibn '

alcohfélica o acuosa. Conserva bien el ndcleo pero altera el

citoplasma.

- Acidos Qrgdnicos:

‘Los dcidos orgédnicos tales como el pfcrico, acético, '
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tricloracético, entran en gran nimero de mezclas fijadoras,

pero aisladamente se utilizan cada vez menos.

- Reductores Orgénicos:

Alcohol Etflico.- La concentracibn minima para fija- -

cién es-de 80%, en otras concentraciones la accidn deshidké‘
tante impide la accidn fijadora. Es poco penetrante, endure
ce mucho los tejidos, disuelve las grasas, fija mal el nd--
cleo; por lo tanto es un pobre fijador que se usa sobre to-

do para la demostraci6n de carbohidratos.

Alcohol-Metilicq.- Se usa puro, es muy importante en '

la técnica de frotis desecados.
y .

.Acetona.- Se usa pura, no se considér&,ua bueh'fijador
pues causa en los tejidos contracciones considerables. Su '
principal ventaja consiste en que no disuelVe el écfdo ari-
co ni el g1fcdgeno y conserva algunas grasas a condicidn de

que su accidn no sea prolongada.

qumol.- Proviene del formaldehido que es un gas, cuya
solucién acuosa es la que recibe el nombre de formol; se '
considera formol puro la solucibén comercial al 40%. Es uni-
versalmente usado porque fija bien, endurece-suficiente y !

conserva las grasas y lipoides; se usa en soluciones acuo-~
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sas que varfan de 3 al 25%, al‘loz es la solucién mds em- -
pleada pues da excelentes resultados. Con el fiempoAse poli
meriza empobreciéndose y haciéndose nocivo para la fijacién
por la formacién.de dcido férmico que siempre estd presente
en cantidades mis o menos considerables en el formol comer~

cial y a menudo conViene neutralizarlo.

6.6 MEZCLAS FIJADORAS;

Po?eﬁos decir en general que ninguno de los agentes fi
jadores es capaz de reunir por si solo todas las cualidades
que debe tener un buen fijador. En la actualidad es muy co-
min utilizar mezclas fijadoras combinadas de tal manera que
completen la accisn de un fijador con otro, balanceando las
agciones nocivas, de esta forma ,Jos diferentes elementos de
los tejidos y c&lulas pueden ser conservados 10 mejor posi-

ble.

Las mezclas fijadoras llevan habitualmente el nombre
de la persona que las descubrif o.1as utiliz6 ﬁor primera *
vez. A continuacibn mencionaremos algunas de estas mezc\#s
separadas por grupos carécterizados por é\ elemento més ac-

tivo.

- Mezclas Fijadoras a base de Cromo en forma de Acido Crémi-

co 0 Bicromato:
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-Mezcla de Orth o Muller/formol. Buen fijador general,
Gtil para glic6geno y grasa. ——
. -Mezcla de Zenker (1894). Buen fijador general.

-Mezcla de Helly (1904) o Zenker/formol. Exce]enté pa-

ra tejido hematopoyético y discos intercalares.

-Mezcla de Regand (bicromato-formol-acético). Bueno pa

ra mitocondrias y grénulos citoplasmdticos.

Mezclas Fijadoras a base de Acido Osmico:

--Mezcla de Flemming {cromo-aceto-Gsmico). Bueno para '

figuras mitdticas.

-Mezcla de Chumpy (1909). Bueno para detalles citolfgi

cos.
-Mezcla de Altman. Buen fijador general.

Mezclas Fijadoras a base de Sublimados Corrosivos:

-Sublimado alcoh8lico de Shaudim (1883). Bueno para -~

protozoarios.

-Mezcla de Gilson {1897). Bueno para invertebrados.
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Mezclas Fijadoras a base de Acido Pfcrico:

-Picroformol de Bovin (1897). Recomendado para uso co-

min y cotidiano, excelente para conservar glucégeno.
-Mezcla de Duboscg-Brasil. Buen fijador general.

Mezclas Fijadoras a base de formol:

' -Formol bromuro de Cajal. Excelente para tejido conec-

tivo y neuroglia.

Mezclas fijadoras a base de Alcohol:

-Fijador de Carnoy. Bueno para &cidos nucléicos, glichH

geno y grénulos de Nissl., - -

-Aicohol-Formol. Bueno para Tejido Nervioso.

6.7 SELECCION DEL FIJADOR:

‘Es importante mencionar que cuando una persona se ini-
cia en el manejo de las técnicas, desbrientada ante tantas
férmulas, es conveniente que se decida por el emp1eo de un
fijador génera1 aconsejado en todo tréfado de técnicas his-
tolbgicas, pér ejemplo: Formol al 10% simple o salino, Bo--

vin, Zenker-Formol, Orth, etc.



Se debe comprender que estas indicaciones soﬁ de caras
ter general, en realidad es necesario para cada caso parti-
cular escoger un fjjador lo mfs apropiado posible, tomando
en cuenta al tejido, los detalles gue se gquieran resaltar y

la coloracibn que se va a utilizar.

6.8 MQDO DE EMPLEQO DEL FIJADOR:

Después de haber elegido el fijador se debe deterhinar
la manera de emplearlo para obtener los mejores resultados;

se propone seguir las siguientes indicaciones:

F1) Para extfaer los tejidos que. se van a fijar se re-
comienda que el animal sea descerebrado o bien muerto en el
momento de hacer Ja éiseccién, efectuando todas las manio--
bfas lo'més rédpidamente posible para evitar las alteracio--
ﬁes post—hortem. También es esencial extraer los 6rganos '
sin que sufran traumatismos, seﬁaréndolos cuidadosamente . '

por sus adherencias conectivas.

F2) Una vez extrafdos los 6rganos se obtienen las piezas '
que van a ser fijadas, €stas se denominan fragmentos de pla-
tina y para hacerlos se toma en cuenta la forma y consisten

cia del 6rgano.

Los Srganos parenquimatosos como las glandulas, hfgade



bazo, rif6n, etc., se cortan en fragmentos cuyo volumen - -
aproximado debe ser de 1 cc. es conveniente hacer estos cor
tes en forma de pir§mide del centro hacia afuera del Srgano.

.Para asegurar la correcta fijaci6n y corte de las pie-
zas, p;ede hacerse un segundo movimiento en e1'fijador; pa- *
ra hacerlo se requiere elaborar cortes mds pequefios y defi-
nitivos al cabo de dos horas de fijacién, aprovechando el '
endurecimiento parcial que han sufrido los 6rg§nos; se ob--
tienen asi piezas mu& regulares y convenientemente orienta-
das, 1o cuval es diffcil lograr en los brganos frescos que '
son muy blandos, en seguida,.se colocan los cortes en el '
nuevo ffjador, favoreciéndose asi la prontd penetracidn de
éste. Por precaucifn debe agitarse los fragmentos mientras

“se estdn fijando pa}a que no se adhieran a las paredes del

'fra§co, sobre todo para 6rganos muy irrigados.

Los &rganos tubulares se cortan en secciones transver-
sales entre 0.5 y 2.0 centimetros de largo aproximadamente.

Puede seguirse el segundo movimiento descrito anteriormente.

Para trabajos mds espécfficos es necesario tomar en !
cuenta que 1a mayorfa de los Qrganos tubulares'ée contraen,
y es necesario que se les fije en extensi§n pari evitar que
las capas mu§culares se contraigan irregularmente deforman-

do la superficie interior. Esto se puede lograr ligando e}
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tubo en uno de sus extremos e inyectando por el otro el fi-
jador suficiente para distender moderadamente la cavidad, '

ligando luego este otro extremo.

Para membranas y Srganos delgados en general, sé colo-
can las pieéas en papel filfro de poro cerrado o cualquier
otra superficie plana a la que se adhieren, se pueden’ cu--
brir con otro papel o algod6én para evitar que floten; de es

ta manera conservan su estructura plana a través de la fija

" cién.

Para 6rganos esponjosos como los pulmones se recomien-
da endurecer por una o dos horas en el fijador secciones '
mis o menos Qoluminosas, aproximadamente 2 cc. y porterior-
mente se cortan piezas };ctangulares de menor volumen y se

sumergen en nuevo fijador. Un algodén’ colocado éobre el - -

"fragmento evita que éste flote. En general es aconsejable '

que los fragmentos de platina no excedan de un centimetro '
ciobico, excépto para piezasrmdy_de1gadas cuyo tamafo puede
variar; con ésto se logra una adecuada fijacién en la mayo-

ria de los fijadores.

F3) Es esencial que la composicién de fijador permanezca lo
més constante posible, a pesar de las acciones osmfticas y
Qufmicas ejercidas por las piezas que se estédn fijando,' es

necesario por tanto emplear un volumen de fijador muy gran-
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de en relacién al volumen de la pieza a fijar. La proporcibn
suele ser de 50:1, pero puede disminuir de acuerdo al fija-

dor; para el formol al 10% es suficiente una proporcitn de

10:1.

Para facilitar la penetracibn del fijador es necesario
que el 6rgano se encuentre en suspensifn en el 1iquido, es-
to se puede lograr suspendiendo las piezas en una bolsa de

gasa.

F4) La duracidn de la fijaci6n depende de cada fijador y de
cada tejido y que especifica en cada técnica que Squf des~~
cribimos, s6lo hay que mencionar que de la duraci6n adecua-

da en el fijador depende en cierta medida el éxito de los '

resultados, R

- F5)_EY lavado después de la fijacibn es una operacifn de ?

gran importancia, ya qﬁe es necesario eliminar 1o mds posi-
ble las sustancias fijadoras, para que no interfierén con '
Jos reactivos empleados posteriormente. El disglvénté em--
p1eado para el lavado, asf como su tiempo de accibn dépende
del fijador y 1la técﬁica due se vaya a seguir. Una vez lava
das las piezas debe continuarse el procesamiento inmediata-

mente.



CAPITULO VII

CORTES.

E1 método de los cortes consisté en una serié de manio
bras destinadas a conseguir secciones delgadas de los 6rga-
nos y tejidos. La mayorfa de los tejidos pueden estudiarse
suficientemente gracias a esfe método en adicién a los méto
dos de fijacidn y colocacidn, usando las.variantes mds dti-

les segin el detalle estructural que se desee resaltar.

Casi todos los tejidos son mds o menos blandos, pero '
existen, auhque pocos, ciertos fejidos excesivamente duros,
en vista de ésto hay que distinguir dos casos en ﬁuanto a !
las ‘maniobras necesarial parala obtencidn de secciones fi--

nas.

7.1 CORTES EN TEJIDOS BLANDOS:

Como ya dijimos, los procedimientos de fijaci6n aumen-
tan la dureza de los tejidos blandos, pero no les proporcio
nan la consistenc{a adecuada para ser seccjonados finamente,
esto se consigue sin dificultad por medio de los procedi- -

mientes de congelacibn y'de inclusi6n en parafina.
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7.2 PROCEDIMIENTO DE CONGELACION:

Esta maniobra se efect@a mediante el microtomo de con-
gelacibn descrito anteriormente, y la congelacibn se 1logra
por la evaporacibn de anhfdrido carbfnico 1fquido dispuesto

en este aparato.

Antes de efectuar los cortes es necesario en Ialmayo—-
ria de los casos realizar la fijacién de las piezas, ya que
sin ella, muchas de las materias qué integran los tejido; v
se manfienen en estado semisblido, disgregé&ndose los cortes

al desconge1ar1o§.

Se suele emplear como fijador el formol al 10%, y el '
tiempo de fijacién depende del tamafio del fragment& y varfa
desde unos minutos cuando se usan vapores, hasta varijos - -

dias, cuando se usan 1iquidos.

‘Es conveniente en todos los casos el lavado acuoso - -

abundante para'quitar el exceso de fijador.

7.3 CORTES POR CONGELACION:

€Cl).- Se coloca una pequefia porci6n del 6rgano, de - -
aproximadahen;e 0.5 cc. en la plqtina de] micro-

tomo de congelacibn, sobre un trozo de papel fil"



€2).-

€3).-

c4).-

tro humedecido.

Se enfrfa suficientemente con anhfdrido carbénico

de manera que el tejido quede congelado hasta la

parte superior, esto se hace abriendo a interva-

los breves la 1lave de salida del gas.

Logrando esto, la pieza ha adquirido suficiente

dureza para poder cortar secciones finas con Ja

cuchilla del microtomo. Es indispensable vigilar
el punto -de congelacidn para cada 6rgano, ya que
si e1 bloque no estd suficientemente conge1ado,

0 la congelacién ha sido excesiva, los cortes se

destruyen. Con un poco de préctica se llega pron

to 2l punto debido para cada 6rgéno,'obteniéndo-

se .entonces, répidamente, buen nimero de cortes.

Las secciones se recogen con un pincel y se cole
can en un recipiente con agua destilada, donde '
se extienen y se conservan hasta ser observadas
o tefiidas. Si ia tincibn no se efectda el mismo
dfa que se hfcieron Tos cortes, se le agrega al
agua un poco de formol, el cual se quitars me dian

te un lavado previo, antes de la tincibn.

La congeiaci6n es ampliamente usada en Yas técnicas -



histol6gicas por su rapidez y economfa, y se recomienda am-

pliamente para las técnicas argénticas.
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CAPITULO VIII
PROCEDIMIENTO DE INCLUSION EN PARAFINA

Casi todos los tejidos pueden ser cortados mediante su
inclusifén en sustancias especiales, obteniéndose en general
cortes mds finos que con 1a'congelacién. Este brocedimiento

es paréia]mente Gtil para tejidos no excesivamente duros, y

"no se debe usar en piezas que hayan sufrido la accitn de en

durecedores enérgicos, ni en tejidos que tengan estructura

muy laxa.

Las operaciones necesarias para este procedimiento son:

"Fijacién, lavado, deshidrataci6n, inclusién y cofte.

FIJACION.
Se 1leva a cabo mediante cualquier fijador, segin se '

requiera.

LAVADO.

Después de la fijacibn es casi.siempre necesario el 13
vado en el disolvente adecuado, segin el fijador; en muchos
casos s@ utiliza el lavado abundante en agua de la 1lave,

con tiempo variable de acuerdo al fijador.

DESHIDRATACION.

Los disolventes de las sustancias empleadas en 1a in--
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c1u5i6n‘como son elnéter. cloroformo, xilol, etc., no se *
mezclan Eon el agua, por 1o que es preciso una perfecta dég

hidratacibn de la pieza con alcoholes graduales, hasta abso
lutos, para que la sustancia de inclusién penetre bien en '

Tos tejidos.

INCLUSION,

Es 1a operacibn mediantella.cua] se hace penetrar en '
la pieza deshidratada una materia solidificable que tiene a
lo més 1la con;iétenciaidel tejido y facilita la ejecucidn '
de cortes finos. Se han utilizado muchas sustancias con es-
te fin, pero en la actualidad se émplea ordinariémente la -
parafina, dejando para casos especiales ia inclusidn en - -
otros materiales como_gelatina y celoidina, © abandon&ndo--

los definitivamente, como sucede con las,inclusiones en al-

bGmina, agar-agar, jabbn, goma, etc.

A continuacién solo se describird el método de inclu--

sign en parafina por ser éste el de uso mds general. .

¢

8.1 INCLUSION EN PARAFINA.

P1).- Fijar en formol al 10% por 24 horas, como minimo

o bien en cualquier otro fijador.

P2).- Lavar en agua corriente de 15 a 30 minutos, éomo
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minimo.

P3).- Deshidratar con alcoholes de concentracifn ascen
dente, de 30, 50, 70, 80, 96 grados, y absoluto, de 30 minu
tos a una hora en cada alcohol, con el fin de suprimir e} !

agua tisular, ya que la parafina no es soluble en agua.
P4).- Aclarar en xilol, de 30 minutos a una hora.

P5).- Trénsparentar en aceite de cedro, de 12 a 24 ho-

‘ras, o hasta que las piezas adduieran un color &mbar.

P6).- Colocar en xilol durante 15 miﬁutos antes de in-
cluir. Lps pésos 4, 5 y 6 son con el-objeto de facilitar ia
penetracién de parafina en la trama del tejido, aprovechan- .
do al mismo tiempo que estos reattivos tienen poder como '

aclarantes.

P7}.- Incluir en parafiné. Para esto se sumerge la pig
za en parafina fundida, cuyo punto de fusidn se selecciona
de acuerdo al 6rgano, en general se recomienda entre 54° --
56° y 56f - 58°; se hacen dos cambios, de 30 minutos a una
hora cada uno, de preferencia el primero en una parafina de
menor punto de fusién y el ‘segundo en una parafina con un '
.punto de fusién ligeramente ﬁayor, en cajitas meté&licas, de

pldstico o de papel, se coloca parafina fundida y limpia, '
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de punto de fusibn igual al del segundo cambio; se deja for
mar una capa superficial s6lida de parafina, la cual se 1i-
ciia pasando una aguja de diseccién caliente, en este momen-
to se introduce el }ragmento y se orienta de acuerdo a la '
forma en que se va a cortar. Cuando ha solidificado unz nue
va capa superffcial,’se rodea la pieza con una aguja de dij-
Seccién caliente, con el‘objefo de sécar Yas burbujas gque '
se hayan formado é] introducir el fragmento. Finalmente, se
deja solidificar completamente sin mover, en un recipiente

con agua fria, ya que es preferible que sea un.enfriamiento
repentino para qﬁe la parafina 561idifique'en crjstales pe-
quefiisimos; una solidificacién lenta de cristales gruesos -’
que pueden estropear 10s elementos tisulares. Es importante
indicar sobre la cajita de inclusién la ‘orientacifén del - -

fragmento,'con el objeto de no perder el sentido del corte.

E£s “importante hacer notar que‘los pasos previos a la '
inclusidn sén muy variables, ya que son mGltiples los reac-
tivos due puedeﬁ ser usados, sobre todo los fijadores y di-
solventes de la parafina..Segln esto, cada autor nos presen
fa una sécuencia que varfa en reactivo y tiempos, de acuer-
do a sus experiencias personales; en 1a mayorfa de los ca-
sos 10s resultados que se obtienen son buenos. Por la misma
razfn el procedimiento que aqu? se menciona se considera

adecuado, segdn nuestra experiencia.



Cortes por Parafina:

Ya solidificada, 1a parafina, se delimita el bloque '
con una navaja, didndole forma de pirdmide truncada, sin le-
sionar el 6rgano y quifa%do todo el exceso de parafina. La
base de la pfrémide se adhiere por calor a la platina del '
microtomo, siendo el &pice truncado la superficie que se va
a Eortar; el fild de la navaja deberd estar paralelo a di-

cha superficie.

Los cortes se hardn _de un grosor entre 3 y 10 micras y
saldrén en serie. Los cortes se pueden guardar en serie, nu
merando las tiras en prdeb-progresivo, sobre hojas de papel
.prgservados del viento y del polvo hasta el momento de ser
“utilizados. Se aconseja cortér sotamente aqué1}os que pue--
dan'ser montados inmediqtamente para evitar que‘se estro- -
peen las series. Los cortés'que se van & uti]izar se colo--
can en un bafio de f10tacibn a 37?C con gelatina previamente
disuelta pafa que se extiendan j'se adhieran :al portaobje--
tos con el cual se recogen de hodo que queden centrado;.vSe
dejan secar durante 24 horas a la temperatura ambiente, o '

se ségan en una parrilla o estufa a 37°C, durante 12 horas.

Desparafinacifn e hidratacién de los cortes:

Para tefiir 1os cortes es indispensable desparafinarlos
e hidratarlos para lo cual se pasan a xilol y a cambios de

alcohol, en concentracibn descendente de la siguiente manera:



a) Colocar en tres cambios sucesivos de xilol de 5 a '
10 minutos eada uno. E1 xilol que se emplea para °'
desparafinar puede volverse a emplear, siempre‘y !
cuando se filtre..

b) Colocar en alcoholes de 100°, 96°, 80°, 70° y 50° '
por 5 minutos en cada uno. La mayorfa de los colo--
rantes actdan en medio acuoso, por lo gue es necesa
rio h{dratar tos cortes cuando éstos se han hecho '

por inclusidn en parafina.

c) Colocar en- aguz destilada. En este punto los cortes

estdn listos para ser tefiidos.

Cortes en Tejidos Duros: . ;

Cuando se quieren seccionar tejidos &emasiado duro;,-'
tales como hueso, dieﬁfe o cartilago en vfas de- osificacién
se puedevrecurrir a2 dos procedimientos, uno en su estado né '
tural mediante tallado y otro mediante el auxilio de reacfi
vos ablandantes o desta1cificanteé;,emp1eados antes de cor-
tar por congelacién, o por inclusifn en parafina'o celoidi-

na.

Procedimiento de Tallado:

Este procedimiento puede resumirse en los siguientes '



60

pasos:

T1).- Hacer con una sierra de diente fino, un corte '

grueso, transversal o longitudinal de la pieza.:

T2).- Sobre una lija de grano medio se desbasta el cor
te por ambas caras hasta alcanzar aproximadamente medio mi-

1imetro de ‘espesor.

73).- E1 corte se 1leva a una piedra de asentar o 1ija
de agua humedecida con alcohol o agua y se adelgaza y pule

hasta quedar lo mds transparente.posible.

T4).- La seccibn obtenida se lava con alcohol o xilol
para e11m1nar el polv1110 que queda en los conductos. Si se

desea ac]arar se deja x1101 1impio durante 24 horas.
Estas secciones pueden ser tefiidas con anilina.
T5).- Ya sean aclarados o no tefiidas o n6 estas seccio

nes, adelgazadas y lavadas, se montan en b&lsamo de Canadd,

o resina.
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CAPITULO IX

METODOS GENERALES DE TINCION.

9.1 COLORACIONES:

Hemos establecido que los diversos elementos de los te
jidos poseen en sh mayorfa, un fndice de refraccibn casi * .
igual, de modo que su diferenciacidn §ptica es diffcil. Por
‘otra parte, es de todos conocido el hecho de que las imége-
nes que dan. las prepéraciones coloreadas son mds féci]es de
interpretar que las imagenes dadas'bor las preparaciones in
coloras. Eétos dos argumentos nos revelan la importancia '
que tienen en la técnica hi;to]dgica las coloraciones para
el estudio morfolfgico de cElulas y tejidos. | -

;

Es importante aclarar que, tanio en -la antigliedad como
en la actualidad, se han hecho admirables descubrimientos !
sfn la ayuda de los colorantes. A este réspecto,.podemos dé
cir que reconocemos la 1h§ortancia de las observaciones en
estado fresco’y.sin tincibn; tampoco olvidamos que la faci-
lidad con que se 1lega a diferenciar muchas estructuras, '

'por medio de colorantes, presénta a} observador el peligro
de interpretai errfneamente los tbrtes. No estd por demds '’
decir que las coloraciones no son 16 mds importante en la '
histologfa, y que el papel del hist6lago no comsiste en ser

un buen tefiidor, sino md&s bien, en saber observar y obtener



de sus observaciones una correcta interpretacibn. Vamos a

ver ahora qué se entiende por coloracién.

ta coloracifn es la propiedad que poseen ciertos cuer-
pos de ejercer sobre l1a luz una absorcifn selectiva; dicho
de otra forma, un cuerpo aparece coloreado porque transmi--
te, por transparenciz o difusién, las radiaciones complemen

tarias de aquéllas que absorbe.

Un colorante es un cuerpo coloreado que puede comuni--

car su coloracifén a otros cuerpos.

Se sabe que existe-una relacifn entre 1a.constituc16n
de las sustancias y la absorcidn selectiva dévradiaciones !
que produce el color; cualquier configuracidn de-1a molécu-
1a que produce absorcidén- de 1a luz.se denomina badocrdmice,
y al grupo éﬁ general se denomina cromoforo. Todas las teo-
rTas‘que tratan de explicar la constitucidn de los-cromofo-
ros admiten en general, que existe una relacién entre el co
lor resultante y la falta de saturacién de los &tomos que '
consfituyen la sustancia, 1o que explica la gran avidez que

tiene & los colorantes por el hidr6geno.

Son grupos cromoforos los que contienen en su molécula
dobles ligaduras conjugadas, sin embargo, esta caracterfsti

ca no hace coloreadas a las sustancias, por 1o menos en la
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regi6n visible del éspectro, pero la acumulacién de dobles

ligaduras en un sitio, sobre todo cuando estdn conjugadas '
hacen aparecer el color.

Las sustancias que encierran en su molécula grupos crg
moforos se denominan cromdgenos. El ¢romégeno, a pesar de '
ser un cuerpo coloreado no~puedé considerarse como elemento
de“tincibén si no posee afinidad por los tejidos. Para que '
un colorante se considere apto para la tincibn debe conte--
ner ademés del grupo cromoforo, otro que le.imparta propie-
dades de electralito, es decir; que tenga'posibi1idadgs de

ionizarse; a estos grupos auxiliares se les denomina genéri

camente auxocromos.

Los auxocromos son también agrupamientos no saturados

. Y que no son crdmoforos, pero que pueden al ser introduci--

dos en la molécula de un crombgeno, modificar su espectro '’
de absorcibn, -es aeqir, su coloracibn. Los auxocromos por

tanto exaltan la coloraci6n y confieren generalmente el po-
der tintﬁreo. Los auxocromos pueden ser &cidos, es decir, °*
electronegativbs caracterizados por la presencia del oxige-

no, ¢ pueden ser bdsicos o electropositivos, caracterizados

por la presencia del nitrbfgeno.

Asi 1a clasificacifn de 1os colorantes desde el punte

de vista quimico estard dado por los grupos cromoforos, 10s



cuales se dividen en dos grandes grupos: los &cidos y los *

bdsicos.

J9.2 NATURALEZA DE LAS COLORACIONES:

Existen muchas teorfas para explicar porqué los teji--
dos se tifien; cualqhiera que sea la teorfa que se adopte, '
en la préﬁtica‘existen dos tipo; de colorantes, unos:que se
unen directamente a los tejidos y otros que necesitan inter

mediarios, es decir que se .unen indirectamente.

Las coloraciones djrecias son aquéllas que se producen
pof inmersion en el bafo colorante y se denominan también ﬂ
coloraciones sustantivas. En las coloraciones indirectas es
necesario que el objeto a colorear sea tratado pre;iamente
qbn otra sustancia que lo prepara para recjbirte] colorante.
a esta sustanc{a intermedia'se Ye 1lama mordente; también '
se les llaman coloraciones adjetivas o por mordaza. La com-
binaci6n que el mordente forma cbn el colorante se denomina

laca. _.

Se ha discutido mucho sobre Ta interpretacifn del fen§
meno de las tinciones, sin 1legarse a un acuerdo satisfaétg
rio y que se aplique a todos los casos. Se admite general--
mente que la ﬁenetracién del colorante e§ por osmosis, y el
principal problema se presenta al tratar de explicar cbmo '

se fija el colorante a los tejidos.
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La teorfa ffsica ﬁe A. Fisher.y sequidores ve a8 las cgv
loraciones como una fijacién de los qo]orahtes en los teji-
dos tiene lugar mediante una unibn quimica entre el coloran
te } los elementos constituyentes del tejido,'forméﬂdose '
. una verdadera sal. Asf ciertas partes dé Ta célula que ‘tie-
nen caracter &cido, tendrdn afinidad por Tos colorantes béa-
sicos, en tanto que las partes de caracter bdsico presentan

afinidad por los colorantes &cidos.

Tanto la teorfa fisica‘cémo la quimica tienen hechos '
en pro y en contra, por 10 que actualmente se tiende mids a
considerar.a las coloraciones como fendmenos muy complejos,
en los cuales las acciones fisicas y quimicas son cinergéti

cas.

9.3 CLASIFICACION DE L0S COLORANTES: .

Atendiendo a su origen los colorantes se clasifican en

" dos grhpos: Los naturales y Tos artificiales.

E1 primer grupo tiene poca importancia en la actuali--
dad'porqﬁe la mayor parte de estos colorantes sbn prepara--
dos sintéticamente. E1.segundo grupo corresponde-casi a la
totalidad de los colorantes usados en la técnica microscépi

ca.



Colorantes naturales.

Son extrafdos de productos animales y vegetales, como ’
el carmin {(Coccus cacti), la hematoxilina (Hematoxilon cam-
pechianum), la orceina (Roce]la'tinctoriq), el tornasol - -

~(Chrozophora tinctoria), etc.

Colorantes artificales.

Son conocidos también como colorantes de anilina, de '
carb6n o sintéticos. De acuerdo a la'nafuraIeza de su cromo
foro pueden ser: Colorantes nitrado;, colorantes azoicos, '
oxiquinonas, quinona-oxinas, gquinona~-imidas, fenilmetanos,
quinoleinas, acridinas, tiazoles, oxicetonas, xantonas y '
flavonas.

¥

Ehrlich los ha dividido en dos grupos segin sus afini- -

dadeé para el nﬁcleo-y el citoﬁ]asma: Nucleares o bdsicos '

cuando el compuesto colorante es una base y citopldsmicos o

dcidos cuando el compuesto colorante es un &cido.

Es muy raro que se empleen los &cidos o las bases Ti- .
bres, debido a su -poca solubilidad. Los.colorantes artifi--
ciales que se emplean son casi sjempre sales. Los coloran--~
tes bésicos son sales en las cuales la base es coloreada y
el dcido es incoloro, por ejemplo el azul de metileno, Qque

es una sal formada por la combinaci6n de Va tetrametiltioni



na, coloreada, y el &cido clorhfdrico, incb]orq. Los éolo--
rantes &cidos son sales en las cuales el &cido es coloreado
y 1a base es incolora, por ejemplo la eosina que es una sal
en la cual es &cido eosfnico, es coloreado en tanto que la

potasa o sosa son incoloras.

Ehrlich distingue también a los colorantes neutros, en
los cuales la base y el &cido son coloreados, como el pica-.

tro de azul de metileno.

Michaels ha creado la categorfa de los colorantes indi
ferentes, para aquéllos que no son ni &cidos ni bédsicos, vy
no poseen agrupamientos capaces de formar sales, son por -

ejemplo el sudan 111 y el rojo escarlata.

8.4 METODOS DE COLORACION:

No todos los colorantes pueden servir indistintamente
a la técnica histoldgica, por 1o tanto se han dividido los
métodos de coloracifn en las siguientes categorfas de acuer

do‘a las relacicnes entre el colorante y los tejidos.

9.5 COLORACIONES GENERALES Y ESPECIFICAS:

Las primeras se basan en el tefiido intensc de los ni--

cleos y débil del protoplasma o en la fuerte coloracibn de



ambas partes con colores distintos; &sto, aunado a las tona
lidades que dan las sustancias intercelulares, permite te-
ner una idea clara de éonjuntq, tanto para los tejidos como
para 6rganos. Los segundos se aplican para qsgudiar particu
laridades histol6gicas,, aprovechando la tincién seleftiva y
casi exclusiva de algunos colorantes sobre ciertas estructy

ras.

9.6 COLORACIONES DIRECTAS E INDIRECTAS:

Anﬁeriormente ya se trataron estos dos métodos de cng
racién, sé1b_aﬁadiremds el papel y la naturaleza de los mor
dentes, en el caso de las coloraciones indirectas. Sabemos
que los mordentes son cuérpos que sirven de intermediarios’
.entre el colorante y el téjido, cuando éstos‘;o tienen afi-.
nidad quimica entre si.vE1 mordente actia formando en el te-
‘ jido una'combinacién'éoloreada muy estable, e insoluble en
el egua, y gque resiste a los agentes decolorqntes, aumentan
do ademds la selectividad delvtejido por el co]oraﬂte. Los
mordentes pueden hacerse actuar directamente sobre los teji
“dos formando parte de los fijadores o mezclados al coloran-
te. Los principales mordentes usados en la microtécnica son
1os alumbres de potasio y fierro, algunos &cidos oiidantes,
‘como el crémico, 6smico, etc., cloruros metaliéos, sales de

yodo y pxidanteS orgéﬁicos, como el 5c§do pfcrico.



9.7 COLORACIONES PROGRESJVAS Y REGRESIVAS:

Cuando el tejido adquiere, lenta y_progre;ivamente. el
grado de color necesario, sin-exigir una operaci?n poste- -
r{or de destefiido, tiene lugar lo que se conoce como colora
tibn progresiva; se usa sobre todo con los colorantes que '
dan coloraciones muy s6lidas o diffciles de diferenciar, '
por ejemplo, el azul de metileno, azu1.de algoddn, carmpin
y hematoxilina. La coloracidn regresiva es aquélla en la °'
que el objeto sobrecqﬁoreado, por la excesiva concentracién
del colorante, debe sufrir la accibn de un disolvente apro-
piado; el disdlvente cump]e; en este caso, dos fines.esen;-
ciales: Elimina el exceso de colorante y respeta el tefiido,
haciéndolo m&s evidente en ciertas partes de] preparado, es.

. k]
decir, es un agente diferenciador.

Entre las sustancias diferenciadoras encontramos alca-
115,.como sosa y -potasa, alcoholes etilico y metilico, dci-
dos, cdmo el sulfirico, clorhidrico, nitrico,~acético; pi--
crico, etc., oxidantes, como.el permanganato potdsico, re--
ductores como el dcido férmico y'e1“formol, sales metdlicas
como el alumbre de hierro, cloruro férrico, yoduro de pota-

sio, etc., y metaloides como el yodo, bromo, etc.

Los colorantes que mds se prestan para la diferencia--

cifn son los colorantes basicos, como la hematoxilina.



70

9.8 COLORACIONES SIMPLES Y COMBINADAS:

Las coloraciones simpies son aquéllas que se obtjenen
con un's§1o colorante, &cido o b&sico. Segln su naturaleza
-coﬁ monbcromﬁticos o metacromdticos. En el primer caso, to-
dos los elementos son tefiidos en el tono d;1 bafio colorénte
en el segundo ciertos elementos tisulares viran el color a

un tono diferente, a este efecto se le conoce con el nombre

de metacromasia.

E1 término metacromasia se aplica cuando un colorante
primafio, quimicamenfe definido y puro, es capaz de colo- =~
rear varios constituyentes tisulares coh marcadas diferen--
cias, por ejemplo, el azul de toluidina tine muchos consti-
tuyentes celulares en azul, pero a Ta matriz del cartifago
que presentan esta propiedad son llamados metacromédticos, y
los e]emgntps que hacen yirar'e1 color son 11amadds-cromo-—
tropos. Los tejidbs que se tifien de diferente manera con el
colorante se denominan cromotrfpicos, y los tejidos que se
tiﬁen siempre del mismo color son 1lamados ortocromdticos.
Hay que diferenciar el cambio de coloracidn queipuede dar
un colorante con impurezas, pudiendo tefir de diversos colo
res varios constituyentes del tejido, por ejemplo, el verde

de yodo; a este efecto se le 1lama alocromasia.

Como ejemplo de colorantes metacrfmicos tenemos violeta
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de metilo, azul de anilina, violeta de cresil, azul de cre-
sil, azul de toluidina, rojo neutro, safranina, verde jano,

etc.

Las’ coloraciones combinadas pueden ser practicadas ha-
ciendo actuar diversos colorantes, ya’sea sufesiva 0o simul-
tdneamente. En las Coloraciones sucesivas cada colorante '
simple puede actuar independientemente y fijarse sobre un '
elemento dado, como en las coloraciones con hematoxilina-eo
sina. En las coloraciones, simulténeas cada elemento actda’
generalmente por su cuenta, pero se ha visto que en presen-
éia de ciertos fiquidos dan automdticamente coloraciones °
triples o cuédruples imprevistas, y el resultado puede ser
defectuoso e inconstante.

]

9.9 COLORACIONES PANOPTICAS:

No hay que confundir estas coloraciones con las combi-
nadas, en las que actdan colorantes dcidos y b&sicos, en '
tanto que los agentes de coloracibn panfptica Son coloran--
tes neutros. E1 principio de las coloraciones panfpticas es
é] de poner en evidencia el mayor niimero posible de elemen-
tos con una gran variedad de tonos. Este método tiene espe-
cial importancia'en el estu&io de los protozoarios-y la san
gre. Todos los co]oréntgs s;ngufneos son colorantes neutros

y dan coloracijones panfpticas. Los fenfmenos de metacroma-~
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sia juegan un papel importante en Jas coloraciones pandpti-
cas, y contribuyen a distinguirlas de las coloraciones com-

binadas.

9.10 COLORACIONES EN BLOQUE:

Actu$1mente, casi siempre, los prpceaimientos de colo-
ra;ion son aplicados a cortes y solo a éstos pueden aplicar
se ciertos métodos de coloracién, como los regresivos, com-
binados y panépticos, no obstante, los tejidés puedén ser '
coloreados en bloque; este método, muy usado en otros tiem-
pos, es afln uti]izado;'abnque poco, p;incipa1mente para e}
. es{udio de animaleé enteros. Las coloraciones en bloque son
sobre todo directas, simples y progresivas, y deben ser - -
) ap]icada; con colorantes muy penetrantes, préctipaménte S0~
To el carmfn yb1a hematoxilina lo son;'las anilinas estdn '
exclufdas, porgue no penetran suficientemente, sobrecolore-
ando la parte superficial y no tifiiendo las partes profun--
das. Este procedimiento es muy econfémico y permite montar °
los cortes inmediatamente, pero no se obtienen nunca colora

ciones. tan delicadas como la tincibn sobre los cortes.

9.11 IMPREGNACIONES METALICAS:

La impregnacifn a base ﬁe sales mgtaTica;, principal--

mente de plata, ha sido indispensable para el estudio del '



sistema nervioso, y brinda preciosas imdgenes de este teji-
do, debido a la distinta intensidad con que se deposita el
coloide metdlico. Algunas sales metdlicas poseen la propie-
dad de precipitar se]éctivamente._sufriendo una descomposi-
cifn en presencia del tgjido; el precipitado impregnaddr ;é
forma algunas veces por reduccién, afectandq e]_estado co-

loidal, como en la impregnacién argéntica, durea, etc., y
otras se forman por doble descomposicién en'presencia del
mordente, como sucede con el cromato de plata sobre piezas.

embebidas en bicromato de potasio.
El mecanismo de las impregnaciones ‘argénticas ain npo '
ha sido bien esclarecido, no obstante las numerosas investj

gaciones que se han venido realizando desde 1911.

Liesegang en 1911, Owens y Bensley en 1929, Nageotte y

“Guyon en 1930, Zon en 1936‘y‘5i1ver en 1947 sentaron las ba

ses de este mecanismo, pero ninguna mostré evidehcias inib-
jetables sbbre el particular. Sin embargb. upa combinacidn
de los principios de estos cientificos postuléros ha permi-
tido una explicacibn aceptable del mecanismo de las impreg-

naciones de'plata:

1.~ Cuandoc en una solucibn.amortiguada de plata se su-
mergén los cortes de tejido, dos tipos de plata se-

depositan en ellos: Una fracci6n de plata reducida
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por el tejido, probablemente como diminutas partf-

culas metdlicas o "ndcleos” y una fraccidn de pla-

ta reducible gque es reducida por una spStancia que
actia como desarrollador. Segin Silver, diferentes
desarrolladores producen diferentes efectos en el
proceso de impregnaci6n con una influentia contro-

lada a causa dé un desarrollador particular.’

La cantidad y distribucién de los nicleos de plata
y la plata reducible dependen de propiedades del °
tejido, el PH de la solucién, la concentracién de

plata, el tiempo y la temperatura de incubacién.:

Los nidcleos de plata juegan un papel dindmico como

centros cataliticos para la reduccifn de plata.

Hay una compleja interrelacifn entre estos centros

la plata reducible, el -desarrollador y los tejidos;

_todos juegan un papel fundamental en la impregna--

ci6én final de la seccitn (Samuel, 1053).

En la actualidad existen muchos métodos en que se
emplean sales metd&licas de impregnacibn, algunos '
de estos métodos serﬁn detallados en la seccibn de

técnicas histolfgicas.



Conservaci6én de las preparaciones:

Las preparaciones fijadas y'feﬁidas'Pueden sufrir deco
loraciones u otras alteraciones si no son protegidas adecua

damente.

Para la conservacién de ]as preparacidnés s5e uti]fzan
res{nas sintéticas o €1 b&lsamo de Canadd. Se aélican gene-
ralmente disueltos en xilol, a modo de jarabe espeso. Antes
de cubrir las preparaciones es preciso que 1os cortes es{én

perfectamente deshidratados-y aclarados.

La deshidratacifn se hace, de preferencia, en varios '

cambios de alcohol dé 96° o absoluto, o acetona, y para ‘la

aclaracifn se requiere de una esencia que puede ser de cla-

vo, cedro, bergamota, orédgano, creosota, xilol, etc.; des--

pués de algunos minutos de permanencia en esta esencia se '

escurren las preparaciones y se recoge el excedente con pa-

pel fi]tro.

No es indiferente la eleccidn de la esencia, depende '
en gran parte del medio en el cual se hizo la inclusibn pe-
ro sobre todo el método de tincidn, por ejemplo, para las '
coloraciones con anilinas se utilizan esencias que no di--
suelven estos colores, como bérgamota y xilol. La creosota-

o la esencia de clavo conviene usarlas con coloraciones s6-
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'iidas. que no se destifian con facilidad, por ejemplo colo--

rantes naturales o impregnaciones argénticas.

Las preparaciones asf tratadas estdn listas para ser '
cubiertas con el agente conservador, para lo cual se.coloca
una gota sobre un cubreobjetos limpio y se acerca §1 porta-
objetos que contiene el corte, de manera que tomen_contécto
dno éon otro, enseguidé se adhieren y se deja qu; el conser
vador se extienda'por todo el éubreobjetos; hay que procu--
rar que el tamafio de la gota sea'suficieﬁte para 1lenar el
cubreobjetos, sin que falte ni se derrame; se deja secar a
la temperatura ambiente por varios dfas 0 en una estufa a *

37°C por 24 horas.

Otros conservadores que pueden ser usados son la glice-
u_rina, gelatina glicerinada, resina sintética,.licorés de Fe
rfant y de Apathy, etc., pero el uso de estaé sustancias '
‘tiende a ser abandonado, sin émbargo, suelen ser utilizadas
cuéndo se requieren vehiculos de menor indice de refraccidn
que el bdlsamo de Canadd, por ejemplo la glicerina, que da
preparados temporales, que sufre aTteraciones,‘o bien cuan-
do es necesario emplear sustancias en cuya composicién_no '
entren esencias y alcoholes, por ejemplo la g]icerina._]i--

cor Ferrant, licor de Apathy y gelatina g]icerinadé.
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CAPITULD X

ANTECEDENTES HISTORICOS.

E1 estudio de la estructura de los organismos es el ob
jeto fundamental de las ciencias morfolégicas, y constituye

~la parte mds antigua y quizé la mds extensa de la Biologfa.

E1 conocimiento empirico de ltas técnicas histolbgicas
puede remontarse a lo0s egipcioé, como el embalsamiento de '
caddveres y el uso de los fijadores como el alcohol etflico
para la conservacidn de los tejidos; éin gmbargo. se puede
decir que es desde el Sig1o_XVI.cuando se deja la dependen-
cia escoldstica antigua para ceder paso 51 método cientifi-

co moderno.

Al principio, el eétudio'de las estructuras se hacfa a
simpie vista-luego‘de la diseccién cdn cuchillos comunés."
El1 ejemplo mis aﬁtiguo del empleo de colorantes en la anato
mia macroscdpica, importante para el desarro]lp de los méto
dos microsclpicos, es el re]leno'de‘1os vasoé‘con systan- -
cias coloreadas, y al parecer fue BENGARIOS 6 CAPRI ( 1502-

1550) el primero que usd este procedimiento.

Sin embargo, pronto comenzaron a usarse lentes simples

como auxiliares para djst{nguir detaile; finos y texturas,-
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que fueron.publicados eﬁtre 1661 y 1666. ROBERTO0 HOOKE ---
(1635 - 1703) hace los primeros cortes histolégicos en e) '
corcho, significativamente importantes por e) descubrimien-
to de la célula, usando también lentes de aumentq simples,
y piblico en 1665 un libro denominado "MICROGRAPHIA" tftulo
que destaca la observaci6n de estructuras diminutas.

De 1673 ;,1716 LEEUNENHOEk perfeccioné las lentes com-
puestas gque permitieron aumentos mucho mayores. Asf, a prin
cipios del siglo XVIII, la morfologia fue ﬁividida en una '
parte microscépica y otra macroscépica. -E1 advenimiento-del
microscopio abrid de esta manera é] campo para el nacimien-
to de una mulfitud de disciplinas cientificaé, entre ellas
la histologié. Para facilitar sus exdmenes microscépicos, '
el mismo LEEUWENHOEK en 1714 empledé una soluci6n a}cohﬁ\ica
de azafrdn para tefiir corfes-de misculo; la desecacidn ex--
pon;énea }ue la primera forma dé fijacién, usada tambi&n

por é1 en 1720.

E1 método de los cortes, primeramente empleado en Boi§
nica, didé con el tiempd 1os mejores resultados; uno de los
instrumentos mds antiguos para este fin, el MICROTOMO, fue

construido y descrito en 1770 por GEORGE ADAMS.

" En la 41tima parte del siglb XVIII_FRANCOIS XAVIER BI-
CHAT (1771 - 1802) utiliz6 el término "TEJIDO" para referir
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se a las diversas texturas de las capas y estructuras del '
cuerpo, y sin la ayuda del microscopio hizo una clasifica--
cidén de mds de veinte variedades de téjidos; BICHAT no con-
cédfa valor al empleo del microscopio, argumentando que da-
ba-Tugaf a interprefadiones subjetivas. Con el paso del - -
- tiempo y el perfeccionamientb del microscobio se 1legaron a
detgrminar sd]o cuatro tipos bé&sicos de tejidos; no obstan-
te, pér tan significativa aportacibn se puede considerar a
BICHAT comé el primer hist6logo o fundador de la doctrina
de los tejidos. En 1819, el anatomista MEYER- DE BONN ide6 '
el término "HISTOLOGIA"'para designar a la ciencia que estu
dia Tos tejidos. Los micréscopistas de eﬁtonces, utilizando
especfmenes frescos, desmenuzados o macerados, y cortes de
'tejidos realizados a mano, establecieron Tos rudimentos de

la histologfia.

De. 1800 a 1829 se hicieron investigaciones aisladas s0
bre 1a estructura morfolégica, como opuesta a la estructura
quimica, de los tejidos, en una tendencia de separar la His

tologia de la Histoqufmica.

En 1838, CHRfSTIAN GOTTFRIED EHRENBERG utiliza el car-

mfn y el Tndigo en sus investigaciones sobre infusorios.

Aunque en los albores del §ig1o XIX ya se disponfa de

microscopios adecuados, las técnicas para preparar los teji
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dos distaban de ser ideales. Como los especfmenes gruesos '
no podfan observarse con provecho en los potentes microsco-
pioé, se necesitaban métodos exactos capaces de proporcfo--
nar cortes delgados, sobre todo de tejidos animales no con-
s{sténtes; €éstos s6lo fueron posibles después de aplicar 1la
técnica de fijaci6n mediante desepaci6n, alcohol, sublimado
y dcido crémico, introducida en.18§2 por JACOBSON y en 1840
por HANNOVER. En este campo, fue e) histdlogo Suizo VALENTl
NE quien, en 1839, empled una dobfe cuchilla, cuyas hojas '
podian separarse a discrecidn, para hacer cortes sucesivos
y més exactos de tejidos animales. E1 primer microtomo de '

ADAMS, construido por el mecénico OSCHATZ ‘en 1843, para tra

bajos histoldgicos animales y vegetales.

En 1848, KRAUSE emplea el nitrato de plata para hacer

visibles los contornos de las células epiteliales.

En 1852, KOLLIKER instituyd a la histologfa como un --

campo especia]vde estudio.

En 1860, DANIEL V. RECKLINGHAUSEN introduce la impreg-

nacién argéntica como método histolfgico de observacifn.

El1 verdadero éxito en la bGsqueda de procedimientos '
itiles de tincibn sblo se obtuyo en la segunda mitad del '

siglo XIX.-al ser introducidos por BENCKE, en 1862 los colo



- rantes de anilina para teiir preparaciones microscépicas. '
E1 nacimiento de las anilinas ocasionb una revo1uci6n_en la
préitica de 1a histologfa, por 10 que la técnica histo1691-
ca progres6 a grandes pasos; .simultdneamente se fueron desg
rr611$ndo los procedimientos en el uso de los microtomos pa
ra la obtencién de cortes, endureciendb adecuadamente los '
especimenes mediante congelacion, inclusién en pSrafina, ce.
loi&ina, gelatina y otras sustancias sémejantes; para evi--
tar el desplazamiento de los componentes de los tejidos. A
mediados del siglo XIX R. HEIDENHAIN utiliz6 por primera °
vez el método de inclusi6n, empleando so1u§i6n de goma y de
jandola Qecar antes de hﬁcef los cortes; en i864 EDWIN KLE-
BS usé en forma conveniente la barafina como medio de inclu
sion, técnica perfeccionada por PAUL MAYER (1848 - 1923).
B ° . k]

En 1867, EDUARD SCHWARTZ introdujo a la técnica micros
cbpica el‘dqble tefiido, utilizaﬁdb el carmiqatd de amonié y
el dcido picrico; mds tarde CHRISTIAN GOTTFRIED EHRENBERG '
uso el'polvo de indigo y el carmin para el estudio microscd
pico de organismos vivos. Las técnicas microscfpicas se 1i-

mitaron por muchos afios, a pocos cdiorantes.

" En 1869 fue introducida por EDWIN KLEBS la gelatina --
glicerinada como medio de inclusi6n, md&s tarde KAISER, en -
1880, usbé solamente la gelatfna‘con endurecimiento ﬁosteQ -

rior mediante un fijador.
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El primer microtomo para hécer cortes de material con-
gelado fue construido por el fi§i61ogo RUTHERFORD en el afio
1871, usando mezclas frigorfficas o pulverizaci6n de éter.
Més adelante, siguiendo el ejémp1o de JOHNE, en 1897 se ge-

‘neraliz6 el empleo del dcido carb6ico 1fquido. -

Los medios de inclusién adecuados siguieron siendo ob-
jeto principal de bisqueda y en 1875 WALTER FLEMMING us6 el
jabén,transparente y MATHIAS DUVAL recomend6 el colodién; '
ambos fueron dgsp]azapos por la celoidina, introducida por

PAUL SCHIEFFERDECKER en 1882.

E1 método de.la coloracidn regresiva de preparaciones
micro;cépicas,:recémendado‘en_1875 por HERMANN, 1legd a ad-
quirir fundamental importancia pero solo después de que - -
FLEMMING emp]eg en éran escala y con éxito diéhé métopo, en
sus estudios sobre niicleo, en 1881. La combinacidén de hema-
tox%]ina-eosina fue ut{1izada por CARL DAVID WILHEM BUSCH,
en 1877, por RENALT en 1879'y pbr WILLIAM STIRLING en 1881;
desde entonces se hi convertido en 1a técnica histolégica '
mds usada. lLa ofceiﬁa, que es un colorante natural de ori--
gen vegetal obtenido de Rocella tinctoria, fue utilizada '
pbr primera vez por WEDL en 1878, y fue TAENZER, en 1891, '
quien descubri6 su espeqiﬂl afinidad por el tejido eldstico
de 1879 a 1894, PAUL EHRLICH contribuye al desarrollo de la

técnica de tefiido por sus estudios acerca del empleo de 10§
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coloranteS de aniiina en trabajos histolfgicos.

En 1885, CARL WEIGERT da a coﬁocer.su método perfeccio
nado de tefiido con hematoxilina de la vaina medular. En - -
1886, PAUL EHRLICH descubrif la hematoxiliﬁa'de la vaina me
dular. En 1886, PAUL EHRLICH de;cubrié 1a hematoxilina dci-
da, en 1885 se did-a conocer la hemétoxi]ina de DELAFIELD,
en 1892 fue publicado el mods de aplicacidn de 1d‘hematoxi—.
lina férrica de MARTIN HEIDENHAIN. Entre 1876 .y 1891 fue '
postulada una tebrfa fisica para explicar el mecanismo de '
las tinciones, de 1a cual FISHER fue el pionero y WITT un '
seguidor de esta teorfa, quien di6 una exp1icaci$n mds am-

plia y la 11am6 "Teoria Quindnica”. .

Los adelantos en esta épocé se caracterizan por el re-
petido afdn de mejorar més las ap\icacioﬁes de la técnica '
de tehido mediante nuevas combinaciones. Surgen las colora-
ciones triples o tricrémicas :cuando en 1889 VAN GIESON uti-
liza triple coloracién con hematoxi\iﬁa{ fuéséﬁa scida y --

dcido pfcrico.

RANVIER, ALTMAN, CALDWELL y MINOT tomaron parte en el
per?eécionamiento de las técnicas de corte, con el resulta-
do de'que.en 1892, con la intrdducciﬁn del microtomo rotato
rio de MINOT, se pudie}on preparar cortes de hasta'un micrg

metro de espesor. Paralelamente, con el perfeccionamiento '
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de los microtomos fueran mejordndose las técnicas de inclu-
si6n y fijaci6n. Entre 1889 y 1890, ALTMAN desarroll16 su mé
todo de fijacibn mediante 1iofilizacibn, disecacifn al va--
_cfo previa congelacifn a -20°C; en 1892 TILLANT y en 1893 -
BLUM senalaron las propiedadés del formol como fijador; es-
tos procedimientos preservan los tejidos para su futuro es-
tudio, ¥y modificabﬁh sﬁ consistencia de manera que 1o0s cor-

tes podian prepararse mds fécilmente.

Entre 1888 y 1902 un grupo de cientificos, EHRLICH, --
KNESCHT, MIESCHER, MAYER, UNNA, etc., elaboraron una teoria
quimica de las tinciones usando y cbmbinando amp]iémeﬁte !
los colorantes ﬁara destacar.]as'diferentes estructuras de

Tos tejﬁdos.

De 1889 a.- 1929 se difuﬁdié ampliamente el empleo de '
los colorantes de aﬁilina, se desarrollaron nuevos coloran-
tes y técnicas de tincifn; poSteriormente, Tos amplios avan
ces hiétqquimicos han sido aplicados a la histologia, sur--
giendo gran cantidad de métodos histol6gicos, usados exten-

samente antes de ser axplicados.

De 1923 a 1929, WILHELM V. MOELLENDORFF 1leva a cabo '
investigaciones para esclarecer la teoria del tefiido histo-
16gico, y en 1924 establece una diferenci; entre el tefiido

"por precipitacidn”" y el tefiido "por impregnacién”.
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Actualmente la técnica histolfgica cuenta con contribu
ciones valiosfsimas, de las que aquf es imposible hacer una
resefia histérica, afortunadamente la mayorfa de los moder--
nos métodos histolfgicos lleQan el nombre de su descubridor
y/0 su modificador; aﬁemés de la fecha en qUe ésto ocurrif,
de manera que contamos con un arsenal de informacifn m&s &
menos precisa que permite tener nociéh clara de los avances

. cientificos que de esta &rea se suceden.
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TJEJIDO EPITELIAL.

DEFINICION:

s un tejido integrado por células contiguas con esca-
sa sustancia intercelular que suele cubrir superficies in--
ternas y externas del prganismo y ademds puede deriva} de '
cda]quiera de las tres hojas embrionarias, y éue cumple con
funciones de revestimiento o glandular (principalmente) o '

‘de revestimiento especializado, realizando trabajos senso--

riales (como receptor de estimulos).

CLASTFICACION FUNCIONAL DE LOS EPITELIOS:

E1 tejido epitelial se clasifica de acuerdo a sus fun-

ciones mds notorias:

a) Epitelios de revestimiento.

b) Epitelios glandulares.

EPITELIOS DE REVESTIMIENTO:

los epitelios de revestimiento son los encargados de '
cubrir las superficies internas y externas del organismo. '
De acuerdo con la cantidad de capas de c8lulas que los inte

gran se subclasifican en:
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a) Epitelios simples.

b) Epitelios estratificados.

Los epitelios simples son aquéllos que en su constitu-

ci6n poseen un solo tipo de células di%puestaé en una sola
hilera. Se clasifican segtn la forma de sus cBlulas en tres

tipos diferentes: Planos, cilindricos y clbicos.

Los epitelios planos se encuentran solo en lugares en
gque se ha]]aﬁ muy protegidos deb1a abrasibn y erosibn que '
podria descamarlos, ya que son delgados al extremo. Los epi
telios planos pueden cubrir cavidades abiertés o cerradas,
como los endotelios vasculares. También, pueden estar sin '
tapizar ninguna cavidad.

H

Los epitelios cﬁbicos'esiﬁn formados por células cidbi-

cas. Frecuentemente son defseccién exagonal (transversal) y
cuadrada (longitudinal). Vistos En conjunto, dan la impre--.
sién de un piso de mosaicos (B1oom-F§wcat), Como ejemplos '
de epitelios cibicos simples encontramps: Tiro{des, plexos

coroideos y conductos excretores de algunas gl&ndulas.

Los'gﬁitelios cilindricos simples se pueden>presentar

bajo diversos aspectos. No pueden ser considerados ‘como ele
mentos de simple recubrimiento, ya que algunos presentan '

una capacidad secretora. E1 epitelio cilfndrico simple estd



constitufdo por células altas, de seccibn transversal pris-
mitica, que se apoyan sobre una membrana basal contfnua.-El
epitelio glandular (con células piramidales) no es mis que
un epitelio cilfndrico alterado mecénicamente para que pue-
da coronar una luz de tubo. El nicleo de las células cilfn-

dricas tiene, por lo comiin forma ovalada.

A veces las células epiteliales ci]fndric;s sufren sen
. sibles variaciones y presentan un aspecto peculiar. Un ejem
plo concreto son las células caliciformes, secretoras de mu
cina y que se ubican a nivel del tubo digestivo, epitel{os

respiratorios, etc..Geﬁera1mente} su citoplasma estd despla
zado pdr la mucina a]macenada en la célula. Cuéndo ﬁo hay *
més lugar paré contener la membrana p1é§m5tica de la célula
ca]iciformé libera la mucina. Sop verdaderas g]éndu]as‘uhi-

celulares.
Ademds ciertas células cilindricas se especializan en
1a recepcién de estimulos, ya que estdn conectadas con las

terminaciones nerviosas.

EPITELIOS ESTRATIFICADOS:-

En la constitucién de los epitelios estratificados, in

tervienen varias capas o estratos. Se clasifican en:
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-Pavimentoso estratificado.
-Cilindrico estratificado.

-Polimorfo de transicifn transigente.

E1 pavimentoso estratificado estd compuesto por varias

capas.

Fis{olégicamente, estd afectaao a la proteccibn. E1 nd
mero de estratos celulares que 1o componen varia segdn su '
ubicacifn en el organismo, pero en lineas genérales, el es-
guema estructural es idéntico en todos los casos. Se compo~ -
ne, entonces, de varias capas, de las cuales la supe%iﬁr ¢}
superficial es totalmente plana, seﬁejando un "pavimento"; *

Algunos 1o 1laman escamoso.

Es el tipo cl&sico de la mucosa que cubre la cavidad °
bucal. La capa superficjal se descama y es repuesta constan
temente por las c&lulas originadas en la mitosis de 1a§'ba—

pas mds profundas.

E1 epitelio va variando, en su forma, de la basal a la’
superficie. Contra el corifn, se presenta cilindrico o cidbi
co, y a medida que avanza hacia la superficie, se torma més

aplastado.

Las células superficiales de la piel carecen de nicleo;



tiene queratina a nivel de la epidermis, ya que debe sopor-

tar mucha atricibn y descamacifn.

En cambio los epitelios de la boca, faringe, etc., que
no estdn tan expuestos a los desgastes contfnuos de la piel
no tienen queratina y sus nicleos se ven bastante bien. Sin
embargo hay casos en quelposeen queratohia]iﬁa, en las célu
las superficiales del epitelio de Beterminadas zonas. fste’
epitelio es uno de los mds generalizados, ya que recubre to

da la superficie del cuerpo, sus orificios y membranas.

Se encuentra a nivel piel, mucosa bucal, faringea, Ta-
ringea, esofdgica, conducto auditivo externo, vagina, por--

ciones de uretra, etc.
, .

El cilindrico estratificado. Es poco comdn. Su estruc-
tura es a base de una serie de cé&lulas qﬁpicas'apoya&as en
el corion, sobre las cuales se asientan a]gunas.fiIas de cé
Tulas éi]fndricas. Generalmente se los puede encontrar en'I
puntos de transicién entre epitelios pavimen;osos estratifi

cados y cilfndricos pseudo estratificados.

En el tipo pseudo estratificado, -el epite1}o se compo-
ne de una sola fila de células cilfndricas, pero el corte '
evidencfa sus nGcleos a diferentes alturas. Esto hace.que\'

parezcan varias capas.



E1 cilfndrico estratificado se encuentra a nivel de fa
ringe y laringe. E1 cilfndrico pseudo estratificado lo en--

contramos a nivel de aparato digestivo y genital masculino.

E) epitelio polimorfo o de transicibn lo encontramos '
en la vejiga. Las capas de epitelio se pueden presentar ba-

jo dos aspectos segin el estado funcional del 6rgano.

Su estado de vacuidad, el epitelio estd relajado y-tig
ne un cierto espesor. Cuando la vejiga se 1lena de orina, '
entra en estado de repleci6bn y se estira de tal forma que °

el epitelio queda tenso y su espesor se angosta.

En los epitelios polimorfos, la membrana basal no exis
. i 3
te porque, en tal caso, al estirarse el epitelio se rompe--
ria, o bienz debido a la rigidez de la membrana, no podrié

extenderse.

El epitelio de transicién 1o encontramos en el aparato

urinario: Ureter, vejiga, pelvis renal, etc.

EPITELIO GLANDULAR:

Sefialamos que hay dos clases principales de tejido epi
~telial: 1) Membrana de cubierta y revestimiento y 2) 61&ndu -

las, a 1as que nos referimos ahora.
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CLASIFICACION DE LAS GLANDULAS:

Aunque las g1andu1as'pueden clasificarse de muchas ma-

neras, hay dos grupos principales: 1) Gl&ndulas exocrinas,
provistas de conductos, que 1levan la secrecifn a la super-

ficie epitelial de la cual se originaron y por ello fuera

de los tejidos corporales, y 2) Gldndulas endocrinas, que ‘'

carecen de conductos y tienen qué secretar hacia los teji--
dos corporales (generalmente capilares), por 1o cual se 11a

man gldndulas sin conducto.

GLANDULAS EXOCRINAS:

Las gléndulas exocfinas consisten en dos componentes ‘'
epite!iafés principales: 1) Grupos de células eépecia1iza—-
das llamadas unidades secretorias que.sintetizan la secre--
¢i6n elaborada por la gléndula y 2) Conductos tubulares que

vacian su secrecién en alguna superficie.

Las gl&ndulas exocrinas se clasifican de varias mane--

ras:

GLANDULAS'éIMPLES Y COMPUESTAS:

S1 una gldndula solo tiene un-conducto no ramificado

_se le 1lama GLANDULA SIMPLE. Sin embargo si posee un siste-



ma de conductos ramificados que permite 1levar la secrecién
de gran nimero de unidades secretorias se 1lama GLANDULA --

COMPUESTA.
GLANDULAS TUBULARES Y ACINOSAS Y ALVEOLARES:

S1 los acumulos de células que forman la unidad 0. las-
unidades secretorias de yna gléndula tiénen forma -de tubo '
la glénd-la se llamar§ tubular. Cuando las unidades secreto
_rias son mds redondeadas se dice que la gldndula es acinosa

(Lat. acinus, uva) o alveolar (Lat. alveolus, pequefio saco

“hueco). Si 1as‘gléndu1as poseen unidades que tienen algunas
caracteristicas de ambos, se denominan GLANDULAS TUBULbAL—-
VEOLARES . |

. GLANDULAS MUCOSAS, SEROSAS Y MIXTAS:. .

Hace mucho tiempo se advirti6 que 1la secrecibn de algu
nas gléndu1as era mas viscosé y pegajbsa ynlas gldndulas '
que elaboran esta clase de secrecidn se 1laman CLANDULAS MU

COSAS.

También se aprecib que 1a secreci6n de otra clase de '
) gTéndu]a era relativamente transparente y acupsa, que recor
dé a alguien el suero, por 1o cual las g1€nd-1as se denomi-

naron SEROSAS., De los conductos de algunas gldndulas salen
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secreciones mucosa y serosa, y dado que estas gldnduias po-
seen las dos clases de unidades secretorias (mucosas y serg
sas) se 1laman GLANDULAS MIXTAS. ‘

GLANDULAS MEROCRINAS, HOLOCRINAS Y APOCRINAS:

Otra clasificacién de las gldndulas se funda en 1a for
ma en la cual inicialmente se supuso que producian la secre

cién.
GLANDULAS MERQCRINAS:

_Tienen células.seéretorias ejem: Las células acinosas
del pdncreas y las células calciformes. En este caso Ta se-
crgcidn es un producto‘de la c8lula y se expulsa a través '
de su membrana en vesiculas membranosas de modo que ésta se
mantiene ntegra, de lo cual se deduce que no hay bérdida !

de cifop]asma en el fenémgno de secrecibn.
GLANDULAS HOLOCRINAS:

Por fortuna, holocrina (gr. holos, todo) significa que
para que una glé&ndula holocrina secrete, deben desprenderse
células compietas, morir y convertirse en Ta secrecidﬁ glan

gular,
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GLANDULAS APOCRINAS:

Cuando s&]o se disponfé de ME, se consideraba que en '
algunas gldndulas la 1legada de la secrecifn a 1a\1uz.de la
unidéd secretoria exigfa cierta pérdida del citoplasma su--
perficial de la célula sécretoria. de modo que se coﬁverti-
ria en.parte de la secrecién. Sin embargo, con el ME se ha
demostrado que el concepto de éue Tas células piérden algo
de citoplasma durante la secrecidn no era valedero, y es --
prqbab1e que la mayor parte de las glindulas antes 1lamadas

apocrinas en realidad serdn merocrinas.
~ GLANDULAS ENDOCRINAS.

La estructura de las glandulas endocrinas es bastante
mds sencilla que la de las exocrinas, porque no poseen con-

ductos.
ALMACENAMIENTO INTRACELULAR:

Todas las gldandulas endocrinas almacenan secrecifn en °°
menor o mayor medida. Esto se logra en la mayor parte de °
los casos, por el almacenamiento intracelular. Hay granulos
secretorios en las c§1u1as de muchas g1§ndu]a§ endocrinas,
en las cuzles se almacenan pasajeramente antes de ser secre

tados.
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ALMACENAMIENTO EXTRACELULAR:

Las células que de otra manera formaran un acumulo se-
cretan un depbsito extracelular de secrecifn en el centro '
del conglomerado, en consecuencia, la secrecifn se almacena

extracelularmente, en lo que se-le 1lama folfculo.
CAPSULAS, TRABECULAS Y RIEGO SANGUINED:

Las gldndulas endocrinas estdn cubiertas por una cépsy
la de tejido conectivo, que suele emitir prolbngaciones ha-
cia la substancia de una glédndula, en forma de travéculas '
que dan sostén interno y transportan vasos sangufneos al in

terior.

FUNCIONESADE LAS GLANDULAS ENDOCRINAS:
Aﬁnque la mayor parte de ellas elaboran hormonas, es '

correcto 1lamar endocrinas a una glédndula aungue no elabore

una hormona siempre que secrete un producto Gtil hacia el '

cuerpo. -

ORIGEN EMBIOLOGICO:

Embriolfgicamente, los epitélios pueden derivar de - -

cualquiera de las tres hojas embrionarias, pero un tipo de



epitelio puede derivar de una sola hoja. Por ejemplo:

Ectodérmico: piel, gldndulas sebiceas y sudorfiparas,

Mesodérmico: la capa endotelial de 1os.vasos'sangufﬁeos

fndodérmico: el epitéIio del estémago y sus gldndulas.
ESTRUCTURA HISTOLOGICA DE LGS EPITELIOS:

Dentro del estudio del tejido epitelial se deben cosi-

derar dos partes fundamentales.constitutivas asociadas:

‘a) epiteTio propiaﬁente dicho,

b) Coribn o tejido conjuntivo anexo.
"CORIDON
Se le denomina dermis o 1&mina propia.

En su constitucién interviene TEJIDO CONJUNTIVO LAXO.-

Es imposible tener un epitelio Sin su corifn o conjuntivo '

subyacente, .ya que es el que le permite la nutricién. Por

el corifn transcurren elementos vasculares que Vue1can la '
sangre en su seno. Ademds, los elementos nutritivos atravie
san la MEMBRANA BASAL y 1legan 2 la porcibn epife]ia1'de1 ‘<

conjunto. En el corién se encuentran terminaciones nervio--

sas que dan la sensibilidad al epitelio, el tejido conjunti
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vo participa ofreciendo sostén a 1a porcibn epitelial. Por
1o tanto si el corion no existiera, el epitelio morirfa. £1

epitelio y el corion no estén en contacto directo sinoa °

- través de una membrana de naturaleza fibrilar-conjuntiva; '

"es 1a membrana basal o membrana de BOWMAN. Es una formacién

que separa el epitelio del corifn subyacente.
PAPILAS DEL CORION:

B 1imite epitelio-corional no es uniferme. El corion

presenta elevaciones bastante notorias denaminadas papilas.

Las papi]aslpueden sobresalir por intermedio del epite

1io en 1la superficie. Tendremos segin el caso, papilas DELA

- MORFAS D ADELAMORFAS.

]

" PAPILAS DELOMORFAS:

Son aquéllas que salen a la superficie, es decir, empuy

jan €1 epite]ioﬁ
PAPILAS ADELOMORFAS:

E1 corion tiene también papilas que no salen a la su--

perficie. Son las ade1omorfaé,



99

ESTRUCTURA HISTOLOGICA DEL CORION:

El1 corion esté constitufdo de tejido conjuntivo laxo,-
vale decir que forma parte de €1 1a ma}oria de los elemen--
{os del tejido conjuntivo. Sin embargo predominan las fibras
de colégeno, sobre todo en tejidos antiguos.

CITOLOGIA EPITELIAL;

En la citologfa epitelial, o el estudio de la célula '
epitelial aislada, cons{deramos una célula tipo de 1a_cua1
veremos sus caracteristicas de una y otra yariedad.

FORMA

)4 .
Adoptan formas muy variadas. Las hay cibicas, cilfndri

cas, piramidales, poliédricas, ca1ic§formes,'etc.
TAMARO:

Generalmente su ‘diimetro es superior a los tres micro-

nes.
CITOPLASMA:

Es incoloro. En algunps lugares resalta su transparen-
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cia {cristalino). Otras veces toma el.coclor del O6rgano - -

(piel), en estos casos encontramos presente pigmentos.

En algunas cé&lulas, como las ca]iciformes,-encontramos
material-mucigeno. En &llas hay ciclos de actividad secreto
ra. E1 cicle comienza éon la elaboraci6n de mucinavque em--
pieza a aumentar en cantidad hasta que la célula se hincha,
constituyendo 1o que le 1laman ;g1obet-ce11". Lueéo ta muci
na se libera y se reiﬁicia el cfc]o. Poseen gran cantidad '
de mitocondrias, sobre todo las que tienen capacidad secre~
tora. R ) . o

LosAorganoides se disponen de modo especial. La gran '
mayorfia de 1las mitocondria§ se encuentran debajo dé] nﬁcieo

el aparito de Golgi se ubica sobre el mismo, al iéua1 que

el centriolo, que es diplosémico.

NUCLED:

. E1 tamaiio del nGcleo es proporcional a la cé&lula. Lo !
mas iﬁpoftante es su ubicacifn, se encuentra entre el ter--

cio medio y el tercio inferior, Es muy bas6filo.

CONCEPTO DE POLARIDAD;

En toda c€lula epitelial encontramos dos polos. E1 pole -
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que se orienta hacia la membrana basal se denomina: Polo ba
sal o nutricio. E1 otro polo que mira hacia “"afuera" se de-

nomina apfcal o excretor. E1 nicleo estd en el polo basal.
PATOLOGIA TUMURAL DE LOS EPITELIOS:

Dentrb del tejido epitelial hay dos tipos de tumores '
malignos: el ADENOCARCINOMA y el CAéCINOMA, tanto uno como

otro 1levan a la muerte.

E1 Adenocarcinoma es el tumor maligno de los epitelios

glandulares (de mama).

E1 carcinoma es el tumor maligno de los epitelioé de '

revestimiento (de labio yAlengua).
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CAPITULO XI

TECNICAS GENERALES PARA TEJIDO EPITELIAL.

El mismo tejido puede observarse con diferentes técni-
1

cas que brindan una imagen de conjunto, pero la nitidez o

evidencia de ciertas estructuras depende de la técnica.

11.1 METODOS COMBINADOS DOBLES;

Epitelio de Revestimiento y giandular; Hip6fisis, Piel

Humana (planta dei pie), Pdncreas; Suprarrenales.

METODO DE HEMATOXILINA-EOSINA.
. f
(Hemétoxi]ina de Harris - cosina alcoh6lica).
1.- Fijar en formol al 10%.
2.- Hacer zcrtes por congelacidn o por parafina.
3.~ Lévar los cortes en agua destilada.
4.- Tefiir con hematoxilina de Harris, de 1 a 3 min.

5.- Virar con agua de la l1lave.

6.- Lavar con agua destilada para detener el viraje.
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7.- Deshidratar con alcoholes de 50° y 70°, por 3 min.-

en cada 1.
8.- Teftir con eosina alcoh6lica, de 1 a 3 min.

9.- Deshidratar con alcoheles de 96° (dos cambios) y !
absoluto, durante 5 min. en cada alcohol (sélo sf

los cortes son por parafina pasar al abso]uto).

10.- Aclarar con creosota, si los cortes fueron por con
gelacién, o en xilol, si fueron por parafina, du-

rante 5 minutos.

11.- Cubrir con»balsamo de Canadd o Resina.
RESULTADOS:
Nicleo y Cartflago: . ' Azul Morado.

Rojo.

_PREPARACION DE LOS COLORANTES:

- Hematoxilina-de Harris:

- Eosina alcohblica
- - Eosina azulosa L 1.0 g.
- Orange G', i.o g.
- - Alcohol de 70° - 100 cc.

Protoplasma 'y sustancias intercelulares: De Naranja 5
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Se mezcla toao en frfo y se filtra. No debe prepararse
demasiado porque las soluciones de mucho tiempo se alteran.
Filtrar cada vez quelse use.

NOTA:
E1 método combinado de Hematoxiliﬁa-eﬁsina puede hacer
se también utilizando otros tipos de hematoxilina, como 1la
de Ehrlich, de Delafield, etc., variando el tiempo de tedi-
do o la dilucién del colorante péra que el tefiido Sea mas '
lento y controlable, mediante pruebas. Si la coloracidn de
15 Hematoxilina es excesiva puede rebajarse con alcohol o '
~agua acidulada (unas gofas de dcido c]orhfdfico en 100 cc. -
de aéua destilada o alcohol de 96°) y enjuagar ABUNDANTEMEN
TE EN AGUA una vez obtenida la coloracibfn deseada.

)

La eosina puede ser ajcoh6lica. o acuosa (se prepara de
la misma manera, sustituyendo el alcohol por agua destilada)
_Cuaﬁdo se utiliza la eosina acuosﬁ se elimina el paso 7 y }

en el paso 9 se deshidrata desde alcoholes 50°, 70°.

METODO DE HEMATOXILINA DE HARRIS.

1.- Fijar en formol al 10%.

2.- Hacer cortes delgados por congelacibn o por barafi

na.
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3.~ Lavar los cortes en agua destilada.

4.- Tefiir con hemdtoxiiina de Harris, de 1 a 3 min.

(1a coloraci6n debe verse homogénea).
5.- Lavar en agua destilada.

6.- Virar en agua de la 1lave o en agua destilada con

granos .de carbonato de litio.
7.- Enjuagar en agua destilada.
8.- Deshidratar en dos cambios de alcohol de 96°.

9.- Aclarar con creosota si los cortes son por congela

cién, con xilol si son por parafina.

10.- Cubrir con b&lsamo de Canadd o Resina.

RESULTADOS:
NGcleos: ) . ‘Morado.
Otros elementos: . Diferentes tonos de azul.

PREPARACION DEL COLORANTE:

AHematéxilina de-HaFris:
-Hematoxilina (Merck) . 1.0 g.

-0Oxido rojo de Mercurio 0.5 g.
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r

Sulfato de a1umin16 y Amonio

o Potasio {Alumbre) 20 g.
Alcohol Etflico absoluto . 10 cc.
Agua destilada 200 cc.

Disolver la hematoxilina en el alcohol absoluto, calen
tando a bafio marfa y tapando; en otro recipiente disolver '
el alumbre €n 100 cc. de agua destilada; se mezclan 1as'dos
soluciones y se afiaden los 100 cc. del agua restante. Se
hierve la mezcla 1o mis rdpido posible, y se agrega cuidado
vsamente'el Oxido rojo de Mercurio (puede explotar) hasta
que toma un color rojo pfirpura, enseguida se enfrfa con hig
lo o a bafio marfa y se filtra 10 veces. Se le agregan de. 3

a 5 gotas de dcido acético por cada 10 cc. de solucién.
NOTA:

Debe filtrarse cada vez que se vaya a usar y debe guar

darse en frasco &mbar.

11.2 METODOS TRIPLES:

HIPODISIS: PIEL HUMANA (PLANTA DEL PIE) PANCREAS: SU--
PRARRENALES. '

METODO TRICOMICO DE GALLEGO:

1.- Fijar en Formol al 10%.
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2.- Hacer cortes por congelacién.
3.- Lavar en agua destilada.

4.- Tefiir con 1a solucién de fuesina, durante 5 min.
Conviene tefiir el mismo dfa que se hicieron los

. cortes.

5.- Pasar los cortes al virofijador, durante 5 min.
Aqui se dejan todos los cortes y uno bor uno se

montan en el portaobjetos y se van pasando por:
6.- Lavar en agua destilada.

7.- Hacer una coloracién de fondo con picrocarmin de

fndigo, durante un minuto.

8.~ Deshidratar en tres cambios de alcohol de 96°, de

-1 a 3 min. en cada uno.

9.~ Aclarar en dos cambios de xilol, de 1 a 3 min. ca-

da uno.

10.~ Cubrir con Bdlsamo de Canadd o Resina.

NOTA:

Para aclarar no debe usarse Carbol-xilol.

RESULTADOS:
Nicleos; ‘ Rojo Violéceo.
Haces Colédgenos: Azul Verdoso.

Fibras Musculares: Verde Amarillento.
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dueratina y Eritrocitos: Amarillo.
PREPARACION DE LAS SOLUCIONES:

-Solucifn de Fucsina:

Formol al 1% 10 cc.
Fucsina Fenicada de Zuehl 5 gotas

Acido Acético .1 gota

—Virofijador{
Formol al 1%. 10 cc.

Acido Acético : 2 a 4 gotas

-Picfocqrﬁih de Indigo:

Soluci6n acuosa saturads 100 cc.
de Acido picrico ’
Carmin de indigo . . 0.25 g.

Agua destilada 15 cc.

" EPITELIO FIBRILLAS. LIMITES CELULARES Y MEMBRANA BASAL.

METODO DE DOBLE IMPREGNACION EN CALIENTE de Rfo-Hortega

ra armazones Fibrilates y células.

1.~ Fijar en formol al 10%.

2.- Hacer cortes por congelacifn.

3.- Lavar en agua amoniacal, de 15 min. a 24 Hs.

pa-



10.

11.

12

13.
14.
15.

16.

NOTA:
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Lavar en agua destilada.

Hacer 1a impregnaci6n en Nitrato de Plata al 2%, *
calentando hasta que 1os cortes tomen un color ta-

baco rubio.

- Lavar rdpidamente en agua destilada.

Hacer una'seguhda impregnacitn en carbonato de-pla
ta amonjacal con tres gotas de piridina. Calentan-
do hasta que los cortes tomen un color tabaco oscy

ro.
Lavar rapidamente en aguavdestilada.
Reducir en formol al 10%, de 1 a 2 min,
.Lavar en agua destilada.-

Virar en Cloruro de QOro, 15 min. en frio (gris)} !
T 7
reforzando 1a coloraci6n en caliente de 10 a 40 --

min. (violeta intenso).

.- Fijar en hiposulifito de sodio al 5%, por 5 min.

- Lavar en agua destilada.
- Deshidratar en alcohol de. 96°.
-~ Aclarar en cerosota.

- Cubrir con B&isamo de Canadd o Resina.

Para Epite]iofibri11as‘hacer las siguientes modifica--
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ciones, cortes gruesos por congelacién y sin lavar pasar al
nitrato de plata al 2%, o si se reciben en agua destilada,-
poner dos terceras partes del formol al 1% y una tercera °'

parte de agua, pues los cortes deben tener formol.

RESULTADOS:

Eibras Nerviosas: Negro intenso.
’ NGcleos: 'Negro granuloso.
* Soma celular: Gris Violdceo muy tenue.
S~ Coldgena: Gris violdceo.
Precolédgena: - - Pardé.
Fibras.reticulares: Negro.

Misculo estriado: Gris.

QQMETODO DE IMPREGNACION PARA EPITELIOFIBRILLAS de Rfo-Hortega

1.- Fijar en Formol a1>10%, por 10 dfas o mds,
2.~ Hacer cortes delgados por congelacifbn.

3.- Sin lavar, impregnar con carbonato de plata mis 15
gotas de ﬁiridina por cada 10 cc. de carbonato; si
se enturbia la soluci6n pasar los cortes a una nug
va. CaIenjarVa 40 - 45?0, hasta que tomen un color

tabaco.

4.- Lavar abundantemente en agua destilada, minimo - -

tres cambios.



5.- Reducir en formol al 2%.
6.- Lavar en agus destilada.
7.- Deshidratar en alcohol de 96°.

8.- Aclarar en creosota y cubrir con b&lsamo de Canadd

o Resina.

RESULTADOS:

Espiteliofibrillas: Negro.

NOTA:
Para mitocondrias impregnar intensamente en carbonato
de plata no reduciendo en formol y virando a fondo con clo-

ruro de oro.

METODO DE FUCSINA ACIDA --AZUL DE ANILINA par;AgrénUTOS ba-

s6filos y acid6filos de la Hip6fisis.

1.- Fijar en formol al 10%.

2.- Hacer cortes por congelacioén.

3.- Lavar en agua destilada.

4.~ Paﬁar al mordeqte de 12 a 18 hrs.

5.- Lavar en agua de la 1lave, duraﬁte 10 min. o més.
6.~ Teﬁir_coﬁ hem;toxilina de Harris durante 10 mip.

7.- Diferenciar en alcohol &cido al.1%.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Lavar en agua de la llave hasta que los cortes ten

gan un color azul p&lido.

Tefiir con fucsina &cida al 1%; por 10 min.
Lavar en agua de la llave durante 5§ min.
Enjuagar en agua destilada.

Contratefiir con azul de aﬁflina, de 5-a 15-min.

Lavar en agua de 1a 1lave por § min.

‘Diferenciar en alcohol de 96° por 5 min.

Deshidratar con acetona, acetona-xilol (1:1) y xi-

101, por 5 min. en cada uno.

Cubrir con bé&lsamo de Canadd o Resina.

RESULTADOS:
Grénulos acid6filos: o Anaranjados.
AGrénu]os bas6filos: * Azul cobalto.
Eritrocitos: V _ ’ Ndranja fntenso.
Tejido conectivo: . Azul brillante.

PREPARACION DE SOLUCIONES: . |

-Mordente:

Bicromato de potasio 2.5-g.

Agua destilada 100 cc.



Acido acético glacial 5.0 cc.
~-Fucsina &cida:
Fucsina &cida ' 1.0 g.

Agua destilada 100 cc.

~-Azul de ani1iné-orange G.

Azullde anilina soluble en agua 0.5 ¢9

Organge G. 2.0 g
Acido fosfomolfhdico . 1.0 g
Agua destilada. 100 cc.

11.3 METODOS ARGENTICOS (Limites celulares y membrana ba--

sal).

METODO DE IMPREGNACION SENCILLA EN FRIO DE RID-HORTEGA

1.- Fijar en formol al 10%.: _ o o
2.- Hacer cortes deTgadoS por congelacibn. .
3.- Lavar abundantemente en. agua destilada.

4.- Sumergir los cortes en carbonato de plata, durante
20 min. En este punto los cortes permanecen iﬁcolg

ros.

5.- Reducir en formol al 1%, Aquf los cortes permane--

cen, adquieren un color tabaco obscuro.

6.- Lavar en agua destilada.
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Virar en frfo en cloruro de oro, durante 10 min.

Colocar los cortes en hiposulfato de sodio al 5%,-

durante 5 min.

Lavar en agua destilada. Se puede dar una colora--

ci6én de fondo con picrocarmin de‘TnHigo, por un mi

nuto,.segu1do de lavado y continuar con el paso 10.

10.- Deshidratar en alcohol a 96°.

11.- Aclarar en creosota.v

12.- Cubrir con bdlsamo de Canadd o Resina.
RESULTADOS:

. E1 ¢olorante destaca los nicleos y el carbonato las fi

bras nerviosas.

NOTA:

En este métédo el carbonato de plata se precipita con

mucha facilidad, por 1o que es necesario seguir cuidadosa--

ménte las reglas para los métodos de plata dados en el apén

dice.
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METODO ARGENTICO (LIMITES CELULARES Y MEMBRANA BASAL)
METODO DE IMPREGNACION CON CARBONATO SIMPLE EN CALIENTE:

i.- Fijar en formol al 10% fragmentos de no mds de. 0.5

cc. de 1 a 3 meses.
2.~ Hacer cortes por congelacién, de 10 a 12 micras.

3.- Lavar cton agua amoniacal, de 10 a 30 min., para --

eliminar totalmente el formol.
4.- Lavar en agua destilada.

5.- Hacer la impregnacifn en carbonato'de plata amonia
cal con tres gotas de‘piridiné,'ca1entando a 60°C,
hasta que los cortes tomen color café thbaco, agi-

tando constantemente.

6.- Lavar en agua destilada. En donde los cortes deben

tomar un color amarillo dordceo.
7.~ Reducir en formol al 1%-duranfe 30 seé.

8.- Lavar en agua destilada. Si se desea, virar en t]g
ruro de oro al 1 por 500, durante 15 min. en frio,
y 15 min. en caliente; los cortes deben tomar un '
color gris. Pasar los cortgs a hiposulfito de so--
dio al" 5%, durante 5 min. moviendo 16s cortes has-

ta que tomen un color plrpura.
- .9.- Lavar en agua destilada.

10.- Deshidratar en alcohol de 96°,



11.- Aclarar en creosota. Los cortes pueden dejarse - -

agquf de un dfa para otro.

12.- Cubrir con b&lsamo de Canadd o Resina.

RESULTADOS: -
Nﬁcﬁeos: Café (sin virar)-o pirpura (vi--
rando en cloruro de ord).
Fondo: Tonalidades de café 6 pdrpura.

METODO DE FLOXINA-HEMATOXILINA DE CROMD para grénulos basé-

filos y acidbfilos de pdncreas, de Gomori.

=
1

Fijar la Bouin, de 12 a 24 hrs.
. k]
2.- Hacer cortes deldados por parafina.
3.- Fijar nuevamente en Bouin, de 12 a 24 hrs.

4.- Lavar en aqua destilada, hasta quitar el exceso de

dcido picrico.
'5.- Poner los cortes'gn Ta solucibn duranfe 1 min.
6.- Decolorar en la Solﬁc{Qn D.
7.- Lavar en agua destilada.

8.- Tehir con la solucifén E, por 10 a 15 min, contro--
lando microsclpicamente & intervalos, hasta que '

las c&lulas beta se observen aziles.



9.~ Diferencia} en la solucién F por 1 min.
10.- Lavar con agua de la 1lave hasta que los cortes se
.vean azules.

11.- Coétrateﬁir'con ta solucién G durante 5 min.

12.- Lavar en agua de la llave.

13.- P$sar los cortes a la solucién H por 1 Min.

" 14.- Lavar en agua de la {lave,hasta que los corte$s se
observen en color rojo.

15.- Dif;renciar en alcohol de 96°. Si fos cortes estdn
sdbreteﬁiqos con floxina'por 5 seg.-en alcohol de
80°. '

16.- Deshidratar con el alcohol absoluto.

-17.- Aclarar con xi]o]l
18.- Cubrir con b&lsamo de Canadd o Resina. .
RESULTADOS:
Células alfa: Rojo.
Células beta: © . Azul.
Células delta: . - Rosa o ligeramente rojo.
Células acinosas: Rosas o déco]oradas.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES:

-Solucibn A:

Permanganato de potasio al 1%.
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-Solucibn B:.
Acido sulfirico acuoso al 5%.
-solucibn C:
' Agua destilada 49.5 cc.
Solucibn A -47.5 cc.
Solucién B ) 3.0 cc.
-Solucién D:
Metabisolfito de sodio acuoso al "3%.
-Solucién E:
Hematoxilina de alumbre de cromo de Gamori,'
Alumbre de cromo acuoso al 3% © 50 ce
Hematoxilina aciosa al 1% 50 cc
Dicromato de potasio al 5% 2.0 cc
Acido sulfirico al 3% ’ . 3.35 cc
-Solucién F:
Alcohol al 70% ‘ 89 cc
. Acido clorhidrico concentrado 1.0 cc

Floxina acuosa al 0.5%

-Soluci6n H:

Acido fosfotungfstico acuoso al 5%.
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METODO DE IMPREGNACION PARA FIBRAS NERVIOSAS Y SISTEMA CRO-

MAFIN VARIANTE

10.

12.

BARROSO-MOGUEL. (SUPRARRENALES).

Fijar en formol al 10%, no menos de diez dfas.

Lavar abundantemente en agua de la 1lave.

" Hacer cortes por congelacién de mediano grosor. Re

cepcidn de los cortes en agua destilada.

Poner los cortes en mezcla explosiva el dia del

corte (piridina, amoniaco y alcohol de 96° a par--

tes iguales).

Lavar los cortes en agua destilada durante 10 min.

Hacer la impregnacibn en nitrato de plata al 2%, °

en caliente.

Lavar los cortes en agua destilada, de 15 a 30 seg.
k] . <

Hacer una segunda impregnacibn
ta amoniacal mds tres gotas de

te.

Sin reducir, lavar rdpidamente

de 30 a 60 seg..

Poner los cortes en cloruro de

te 15 min.

Poner los cortes en cloruro de

rante 15 min.

Pasar los cortes a hiposulfito

en carbonato de pla

piridina, en calien
en aqua destilada,-
oro eq»frfo; duran-
oro en caliente, du-

de sodio, poniendo
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de 1 a 3 gotas de amoniaco.
13.- Lavar en agua destilada, de 1 a 3 min;
14.- Lavar en agua destilada, de 1 a 24 hrs.
15.- Deshidratar en alcohol de 96°, de 30 -a 60 seg.
16.- Aclarar en creosota, de 1§ min. a 24 hrs.

17.- Cubrir con b&lsamo de Canadd b Resina.

NOTAS:

a) Usar solo 6 cortes por técnica.

b) Procurar que los cortes naden en el nitrato, para '

evitar que se peguen al fondo del pocillo, hasta

que tomen un color tabaco rubio.

RESULTADOS:
Células cromafines: ) Pirpura.
Granulaciones: . . Café oscuro o negro.

METODO DE SCHMORL (SUPRARRENALES:‘FARA CELULAS CROMAFINES).

1.- Fijar el 6rgano 10 més fresco posible en fijador !
de Orlhi, durante dos dfas, a pasar a una solucifn
de bicromato de potasio al.2.5%, por dos dfas més,

haciendo un total de cuatro dfas para la cromacibn.
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'2.- Lavar durante toda la noche los fragmentos antes *

de cortar.
3.- Hacer cortes por congelacibn.
4.- Lavar en agua destilada.

5.- TeRir con Giemsa diluido (10 gotas en 10 cc de - -

de agﬁé'deéti1ada), de 24 a 36 hrs.
6.- Lavar en agua destilada.
7.- Diferenciar en dcido acético al 0.25%, controlando

el color de los cortes que debe ser azul, pasando

los cortes uno a uno.

8.; Deshidratar répidamente en alcohol de 96°. Tenien-
do en cuenta queel alcohol los decolorea, se debe

hacer la deshidratacifn corte por corte.

. . 3
9.- Pasar los cortes por acetona, acetona-xilol (1:1)

y xilol, por 3 min. en cada uno.

10.- Cubrir con bdlsamo de Canadé o Resina.
RESULTADOS:

Citopiasma de células:
Cromafines: Verde.
- NGcleos: Azul oscuro.

Tejido conjuntivo: _ Rosa.
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DE WIESEL (SUPRARRENALES; PARA CELULAS CROMAFINES).

.= Fijar de uno a cuatro dias en el fijador Wiesel y

pasar a bicromato de potasio al 5%, de uno a dos

dfias.

Lavar en agua destilada, de 2 a 24 hrs.

- Hacer cortes por congelacibn.

Lavar en agua destilada.

Tefiir en una solucibn acuosa de azul de toluidina

al 1%, durante 20 min.

Lavar en agua destilada tres o cuatro veces.
Pa;arlos 5 una solucibn acuosa de safranina al 1%
durante 20 min.

Diferenciar en alcohol de 96° hasta que los cortes

se vean azules.

Deshidratar y aclarar en acetona, acetona-Xi101 '

(1:1) y xilpol, por 3 min. en cada uno.

Cubrir con bdlsamo de Canadd o Resina;

10.

RESULTADOS:
Células cromafines: Verde.
"Nicleos: - Rojo.

Citoplasma: Azul,



NOTA:
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£1 bicromato de potasio tiende a precipitarse, si ésto

sucede hay que cambiarlo manteniéndoio en un frasco &mbar

_herméficamenfe tapado.

METODO DE GOMORI: (SUPRARRENALES; PARA GRANULOS CROMAFfNES)

1.

10.

11.

12.

T 13.

Fijar en formoi al 102.

Hacer cortes por congelacibn.

Lavar‘éh agua. destilada.

Teﬁi} coh gzocarmfn G, de 60 a 96 min., a 58°C.
Lavar en agua destilada.

Pa§ar a alcohol de 96°.

Diferenciar en alcohol, anilina por 15 min.
Lavar réfidamente en agua éestilada.

Pasar a una solucibn de dcido fosfdtﬁngstico, por

20 min. .
Lavar en agua corriente durante 1 min.

Tefiir en azul de anilina - amarillo de quinoieina,

de 15 a 40 min.
Lavar en agua destilada.

Deshidratar en alcohol de 96° y absoluto, hacer

dos cambios, de 5 min. en cada uno.
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14.- Aclarar con xilol.

15.- Cubrir con b&lsamo de Canadd o Resina.
RESULTADOS:

Grénulos cromafines, c&lulas alfa de Jos islotes de la
'pancrearticos,'algunas célu1és de la pituitaria anterior, '
“franulaciones neutr6filas y mielocitos. Rojo_purpura.

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES:

-Azucarmin G:

Azucarmfn G : ) 0.05 9. .
‘Acido acético 1.0° cc.

Agua destilada - 100 cc.

-Alcohol anilina:

Aceite &e anilina 1.0 cc

_Alcohol de 96° 100 cc

-Acido fosfotumdtico:

Acido Tosfotlngstico 3.0 ¢

Agua destilada 100 cc.

-Azul de anilina-amarillo de quinoleina:

Azul de anilina 0.5 g.



Quiniloina amarilla u Orange G. 2.0 g.
Acido fosfotdngstico 1.0 g.
Agua destilada. . : 100 cc.
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CONCLUSIONES

Con frecuencia observamos que los intentos a realizar
en cuarto a las técnicas histolbgicas, obtenidas de un li--
bro o:gufa, no se realizan plenamente y de forma ampliamen-
te convencional, aln cuando nos apeguemos estrictémente a '
las técnicas y métodos suge%idos por el autor; en base a és
to nos dimos cueﬁta que el fracaso se debe en gran parte a-
que no se‘tiene el conocimiento de las condiciones y proce-
dencia del material vivo, ademds de que los reactivos han '
resultado ser otro obstdculo para el éxito de nuestro proph

sito.

De tal férma que cualquier técniéa a utilizar por pri-
mera vez y lograr resultados positivos deberd la muestra '
ser sometida estrictamente & sobre todo si es la brimgra !
vez a una serie de pruebas de ensayo y errbr, hasta lograr
nuestro objetivo y de esta forma no decaer en el primer in-

tento.

En 1o qﬁé.re;pecta a résultados que se presentan al '
pie de cada técnica o método histo1691cd puede concluirse "
que es una sintesis de 1o qué se propone encontrar, en gene
ral en 10s téjidos, sin embargo, es imbortante hacer notar
que cada tejido en particular responde de manerﬁ muy singu-

1ar y exclusiva ante determinados reactivos empleado en el
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momento de someterlo a huestro estud{o histol6gico, por 1o
que las técnicas a utilizarse deberdn efectuarse de manera
mids minuciosa.

En basé a nuestra experiencia adguirida, qqnsideré que
es de gran importaﬁcia esta rama de 1a medicina - la Histo-
logfa Epitelial - ya que a través de gsta el estudiante 1o
grard obtener una visién'infdrmativa y prdctica de los te-
mas a estudiar asi como sus ép1icaciones.

Y finalmente quiero hacer notar que en la préctica de
técnicas histolégicas; es de gran 1mportanc1a guiarse siem-
pre de manera cfftica, buscando obtener condiciones y resul
tados Sptimos en cada uno de los pasos a sequir, ademis de
como se’mencionaba al priﬁcipio, someter nuestro estudio a
la prueba de ensayo y error y de esta forma lograr obtener
e]-éxito.'Ademés cabe mencionar que los métodos pfopuestos
en este manual son una herramienta cientifica ya que fa ex-
periencia te6rica nos hizo observar gque las técnicas histo-
16gicas nunca han sido estéticas, éstas siempre ofrecen po-
sibilidades nuevas o de continuar evolucionando, por 1o que
se debe evitar llevar a cabo v&riaciones superfluas, ya que
puede darse a través de éstos el error; debemos recordar '
que cada una de las técn1cas mencionadas han svdo ya compro

badas paor sus autores.
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RESUMEN

E1 desarrollo de este manual se 1levé a cabo mediante
'unq investigaci6n bibliogrdfica, en la cual la informacidén
que obtuvimos, la efectuamos mediante una relacién de datos
verificando las posibles variables que exigten dentro de '
las técnicas histol6gicas de acuerdo al método'cienfifico.
Ademﬁs de seleccionar los materiales y métodas de dicho tra
bajo de una maﬂéra mds conveniente, tanto para las necesida
des de un 1aboratorio y el enriquecimiento de los conoci- -

mientos de los estudiantes.

También se investigaron las técnicas hiéto16§icas mas
genera1es para Tejido Epitelial, clasificéndolas y ordendn-
dolas 1o mds posible con el fin de conocer cada una de  las

estructuras de dicho tejido.
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