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Esta guia de Trabajos Practicos ha sido elaborada especialmente para alumnos del primer afio, con la
finalidad de complementar las clase tedricas y el estudio de los textos de Histologia recomendados y
aumentar de esa manera, la apropiacién de los contenidos de la materia. Los docentes mas
experimentados de nuestra Catedra llevan casi veinte afios en la docencia por ello probablemente el
mejor plan de estudios que te podemos aconsejar es:

1.
2
3.
4

5.

Seguir atentamente las clases de cada tema
Leer los libros de textos aconsejados
Realizar tus propios apuntes y esquemas

Escuchar atentamente los detalles que te aporta en cada practico tu docente a cargo, y
aprovechar esa instancia para responder a tus dudas.

Dedicar el tiempo suficiente a estudiar cada tema, todas las semanas

Esta es la “receta magica” que deberas seguir paso a paso, sin saltarte ninguno, como una receta de
chef que mezcla los ingredientes con cuidado y deja el pastel en el horno el tiempo suficiente para que no
salga crudo.

Nuestra materia abrira tu mente hacia el fascinante mundo de la célula. Aprenderas como se cumple el
misterio de la vida desde la concepcion hasta la formacion completa de las estructuras del nuevo ser
viviente y, sin darte cuenta, ingresaras en increible mundo de los tejidos orales.

Solo si tienes el deseo y el interés natural del que ama la biologia y la naturaleza, estaras listo para
introducirte al mundo microscépico.

Mucha suerte.

Dr. Walter Zavala.
Profesor Titular Catedra Histologia.

Universidad Nacional de Cuyo. Mendoza. Argentina







PRACTICA 1la

MICROSCOPIA OPTICA: FUNDAMENTOS Y UTILIZACION DEL
MICROSCOPIO OPTICO.

INTRODUCCION

El objetivo de la primera practica de la asignatura de Histologia consiste en la adquisicion de destreza en
el uso del microscopio 6éptico como herramienta basica y fundamental para el estudio celular e histologico
de las diferentes estructuras del cuerpo humano. Es importante, también, conocer las unidades de
medidas utilizadas en microscopia, como el micrén (um) o el nanémetro (nm) y , especialmente, los
fundamentos de la tincién o coloracidn con la que veran los preparados.

| Componentes y manipulacién del microscopio 6ptico

El microscopio 6ptico es un complejo instrumento de precision, de uso frecuente en los laboratorios
bioldgicos. Este tipo de microscopio consta de dos partes fundamentales:
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Figura 1 El microscopio 6ptico y sus partes



COMPONENTES DEL MICROSCOPIO OPTICO

COMPONENTE MECANICO

SISTEMA OPTICO

TORNILLO MACROMETRICO: dispositivo que
modifica la distancia existente entre la platina y el
objetivo permitiendo proceder al enfoque. Se utiliza
para el enfoque inicial o de aproximacion.

TORNILLO MICROMETRICO: dispositivo que, al
igual que en el caso anterior, modifica la distancia
existente entre la platina y el objetivo. En este
caso, sirve para afinar el enfoque obtenido con el
tornillo macrométrico, sobretodo cuando se trabaja
a grandes aumentos (40x y lente de inmersion)

PLATINA: es una ménsula normalmente cuadrada
sobre la cual se coloca la preparacion. La platina
esté perforada en el centro para permitir el paso de
la luz a su través y que ésta incida sobre la
muestra. Posee unas pinzas o trabas que sirven
para fijar la preparacion sobre la platina, y dos
tornillos pequefios para mover la muestra en
sentido lateral y anteroposterior.

ESTRUCTURAS DE SOPORTE: son la base y la
columna que sostienen todos los dispositivos del
microscopio

OCULAR: capta y amplifica en mayor la imagen de
la lente objetivo. Amplifica la imagen procedente
por el objetivo por un factor de 10. No aumenta el
poder de resolucién. Puede ser uno solo
(monocular) o dos (binocular).

OBJETIVO: amplifican y aumentan el detalle de
los objetos visibles en la imagen. De las lentes
objetivo depende tanto el grado de amplificacion
de la imagen como el poder de resolucion.
Normalmente se puede elegir entre varios
objetivos de distintos aumentos localizados en una
sola torreta o revolver. El mas pequefio (4x) es la
lente de campo, los objetivos intermedios de
10X, a 40X, y por ultimo la lente de inmersién de
100X, la cual requieren aceites para su correcto
funcionamiento (sélo sera utilizada para ver
sangre)

CONDENSADOR: Tiene como finalidad la de
concentrar la luz sobre el preparado

FUENTE LUMINOSA: Se encuentra situado en la
parte inferior del microscopio y como su nombre
indica es el dispositivo que aporta luz al
microscopio




Il. ;Cémo funciona el microscopio éptico.
Aumento proporcionado por un microscopio

Dado que el objetivo da lugar a una imagen real aumentada que es nuevamente
aumentada por el ocular, el aumento total del microscopio compuesto sera el producto
del aumento proporcionado por el objetivo y el proporcionado por el del ocular. Los
constructores de microscopios graban el aumento del objetivo y ocular sobre la propia
montura de los mismos para su mejor utilizacién.

Ejemplo —Objetivo x40 con un ocular x10 dard un aumento de x400.

Poder de resolucion de un microscopio

Si bien es importante conocer el aumento del microscopio con el que se trabaja, no lo
es tanto como saber el poder resolutivo del mismo.

El poder resolutivo se refiere a la capacidad maxima para ver separados dos puntos
situados muy juntos. El poder resolutivo del ojo humano es de 0,2 mm., esto quiere
decir que a simple vista somos capaces de distinguir como independientes dos puntos
separados 0,2 mm entre si, en tanto que si estdn mas préximos los veremos como un
solo punto.

Un microscopio éptico puede tiene un poder de resolucion de 0,2 pm.

Si has visto una foto en la computadora grabada con formato de baja resolucién: ¢ Qué
ocurre cuando la amplias?, se ve toda borrosa o pixelada; pero si la foto es guardada
con otro formato de mayor calidad , al ampliar la foto mantiene la calidad de los
detalles, o sea mantiene la resolucién. Con el microscopio ocurre lo mismo, la
resolucion no depende del aumento sino de otros factores. La resolucién, depende de
la longitud de onda de laluz empleada y de la apertura numérica del objetivo (AN)

La AN esta en relacién con la calidad del objetivo. Los objetivos de mejor calidad poseen mayor apertura numérica.
Normalmente la AN esta indicada como un nimero grabado en el costado de la lente objetivo. Este nimero que se
obtiene por una férmula

AN =nsena

En esta formula n es igual al indice de refraccién del medio que se encuentra entre el objetivo y la preparacion.
Normalmente este medio es aire (n=1) o aceite de inmersién (n=1,4). Cuando vemos una muestra de sangre
colocamos una gota de aceite de inmersion ente el preparado y el lente objetivo, esto permite aumentar la resolucion
y ver mejor los detalles de las células sanguineas.

El otro elemento “seno del angulo a”: el angulo a, es el angulo que se forma al acercar el objetivo al preparado.
Mientras mas podamos acercar el lente, mayor es el angulo que se forma y por lo tanto mayor la resolucion.

angulo alfa

angulo alfa




I11.- Usando el microscopio: ¢Como hago para hacer foco?

1° Retirar la funda y encender la fuente de luz

2°.- La platina debe colocarse en la posicion mas baja, lo mas distante posible del
objetivo. En esta posicién se coloca el preparado en la platina.

3°.- Una vez colocado el preparado sobre la platina con la muestra en el centro,
utilizando el revélver y sin tocar el objetivo se elige el objetivo de menor aumento, que
es el lente de campo (4x).

4°.- Si el microscopio es binocular, se debe regular la distancia de las lentes oculares
ajustandola a nuestros ojos.

5°.- Asegurese de que la muestra coloreada esta en el centro del campo, con los
tornillos de desplazamiento horizontal y anteroposterior de la platina

6°.- Seguidamente procede al enfoque. El enfoque de la imagen se efectla con los
tornillos estriados (macro y micrométrico). El tornillo de enfoque grueso o
macrométrico (el mas grande), produce movimientos de la platina en incrementos
mayores que el tornillo de enfoque fino 0 micrométrico. Para realizar el enfoque se
procede de la siguiente forma:

Desplazar la platina con el tornillo macrométrico, mirdndola desde fuera, hasta

que esté cerca del objetivo. Mirando por los oculares, se empieza a mover muy
lentamente el macrométrico hasta que se percibe la imagen borrosa. A partir de
entonces, sera el micrométrico el que se usard para apreciar los detalles de la
preparacion .

7° Cuando se cambia a un aumento mayor, repetir el paso 6°. Cuando llegue al
aumento de 40x es muy importante que solo utilice el tornillo micrométrico, de lo
contrario podra romper el preparado.

8°.- Terminado el examen de la muestra se baja la platina, se coloca el lente de campo
y se retira la preparacion. A continuacion se desconecta de la fuente eléctrica y se
cubre el microscopio con la funda protectora.

En caso del uso del objetivo de inmersidn (para ver muestras de sangre), se coloca previamente una gota
de aceite de cedro (aceite de inmersién) sobre la preparacién, desplazando la platina hasta que el
objetivo se sumerge en el aceite. Este procedimiento lo realizard, exclusivamente, el docente a cargo.

IV.- Limpieza y conservacion del microscopio.

1°.- Para la limpieza de los oculares y el condensador se debe usar papel para lentes
(obtenerlo en casas de fotografias). En caso de que estas lentes se hubieran
manchado con algun reactivo se usara el pafio mojado con agua destilada y luego se
secard totalmente. Para limpiar la platina se usara un trapo seco o poco mojado en
agua destilada. En caso de que la mancha sea de aceite, hay que utilizar un poco de
xilol.

2°.-. Si se ha usado el objetivo de inmersion, se debe limpiar cuidadosamente el
objetivo para retirar el aceite que lo impregna. Para ello se debe usar un pafio fino
mojado en xilol o etanol. A continuacion, teniendo la debida precaucion, se debe secar
el objetivo, ya que el exceso de xilol disuelve los pegamentos entre las lentes y su
montura.

3°-Nunca se debe mover el cabezal del ocular, ni el microscopio de forma
brusca durante su uso ni después de haberlo usado pues, la bombilla caliente se
funde con facilidad.




V-OTROS TIPOS DE MICROSCOPIOS

Microscopio Electrénico

Se basa en una corriente de electrones, generados por un
filamento, que atraviesan el espécimen y forman una

imagen en la pantalla

J

Fuente de
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Lente
condensad
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Muestra
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proyectora
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Imagen sobre una
pantalla fluorescente

catodo

espiciten

objetive

vettana de
visidn

Microscopio de Barrido

Permite observar una imagen tridimensional

Vv [ - , " -
Espermatozoides ingresando al ovulo
(Imagen Dr. De Rosas J.)

La muestra no se corta, sino que se cubre de
una pelicula metalica sobre la que chocan
los electrones. La corriente de electrones no
atraviesa la muestra, como en el ME, sino
que choca o barre la superficie del
preparado para formar la imagen.

Microscopio de contraste de fase (MCF)

Permite observar células vivas
T —

Ameba en MCF




VI-Magnitudes en Microscopia

RESOLUCION SE PUEDE OBSERVAR
Tejidos
0,2 mm
Ojo humano
! \ J
0,2 um -~ Fa
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* ’J:i; \ J{’ _' %
MO
0,2 nm

1mm=10° pm = 10° nm = 10" A°




PRACTICA 1b.
TECNICAS HISTOLOGICAS PROCESADO DE LA MUESTRA
BIOLOGICA PARA SU OBSERVACION.

Resumen

Para que las muestras de los diferentes tejidos puedan ser observadas al microscopio, son necesarios una serie

de pasos que se inicia con la toma de la muestra, que consiste en la extraccion de un trozo de tejido u 6rgano
desde un ser humano o un animal, el cual puede estar vivo (biopsia) o muerto (necropsia).

Para que el tejido se conserve lo mas parecido posible al que tiene en su estado original, se lo coloca, en forma
inmediata, en un liquido denominado fijador, cuya finalidad principal es la de preservar el tejido evitando que se
inicie su autodestruccion o autolisis, Posteriormente las muestras son deshidratadas en alcohol e incluidas en
parafina derretida, que al enfriarse forma un bloque sdlido, lo cual permite cortar el material en fetas muy delgadas
con un instrumento denominado micrétomo. Una vez cortadas, se elimina la parafina de las muestras disolviéndola
con alcohol, de esa manera queda lista para su coloracion. Las muestras son introducidas en un recipiente con el
colorante adecuado y después de uno minutos se retira el exceso de colorante y se las cubre con un vidrio delgado
o cubreobjeto para que puedan observarse al microcopio.

Procedimientos para la preparacion de la muestra.

La muestra bioldgica no puede ser procesada directamente tal y como se

obtiene del espécimen para ser observada al microscopio dptico. La muestra debe ser
procesada de forma tal que mantenga condiciones lo méas cercanas posible a las
naturales y luego coloreadas para facilitar su observacion.

1. Toma de la muestra.

Una condicidn basica en el estudio de muestras bioldgicas es la preservacion

de ésta durante todo el proceso. Es por ello que la obtencién de la muestra debe ser lo
mas rapida posible a fin de evitar los inevitables procesos de degradacion

subsiguientes a la muerte del animal. Una vez que el espécimen ha muerto, en el caso de
un animal, o ha sido extraido solo una porcion de tejido u 6rgano, en el caso de una
biopsia, comienzan a producirse procesos de autolisis y putrefaccion que conducen a la
destruccion de estructuras tisulares que impedirian o complicarian en demasia el estudio
de la muestra. La autolisis sobreviene por la liberacién de las enzimas lisosomales y su
accion sobre los componentes celulares, dicha autolisis comienza practicamente en el
momento de la muerte del animal. La putrefaccion es un proceso mas tardio y se
produce por la accion de bacterias que van a utilizar los tejidos muertos como alimento.
Para evitar estos dos procesos, la recoleccion de la muestra y la fijacion deben
producirse lo antes posible.

2. Fijacion.

La fijacion consiste en el tratamiento de la muestra con agentes que retardan o

evitan la aparicion de alteraciones en ésta tras la muerte del organismo. Este
procedimiento trata, por tanto, de evitar los procesos de autolisis y de putrefaccion.




FIJACION

I 1
Evita la autolisis Previene la Estabiliza o insolubiliza

putrefaccion las proteinas

Los agentes fijadores pueden ser tanto fisicos como quimicos. La congelacion y el calor
son métodos fisicos. Mientras que entre los quimicos encontramos una gran variedad de
productos que actdan desnaturalizando o precipitando las proteinas del tejido con lo que
se evita la autolisis y en algunos casos la putrefaccion por su efecto antibacteriano. No
obstante, no existe un método universal de fijacién y no todos los fijadores conservan el
tejido indefinidamente.

Agentes fisicos.

La congelacion es la base de la fijacién mediante agentes fisicos. Es ideal para
aquellos procedimientos que necesiten de la conservacion intacta de la estructura
antigénica y del contenido enzimatico (histoquimica e inmunohistoquimica).

Agentes quimicos
Existen numerosos agentes quimicos (formol, acetona, etc).

El fijador quimico mas utilizado es el formol al 10 % para las muestras que van ser observadas con el
microscopio optico, y el glutaraldehido para las muestras que van a ser observadas con el microscopio
electronico

En general cada uno tiene ventajas y desventajas, por ello para potenciar las ventajas de
cada uno se prefiere utilizar mezclas de fijadores que generalmente tienen nombre
propio (ej. Fijador de Bouin, que mezcla acido picrico, acido acético y formol)
3-Deshidratacion

Después de varias horas de fijacion, las muestras de tejidos son sumergidas en alcohol
para eliminar el agua de los tejidos y facilitar la penetracion del medio de inclusion.

4-Inclusion.

Las muestras deben ser procesadas hasta obtener laminas delgadas de unas

pocas micras de espesor. Estas laminas no pueden ser cortadas sin un endurecimiento
previo de la muestra para que adquiera la consistencia adecuada.

Una vez deshidratado se introduce el tejido en parafina derretida que luego se deja
enfriar para que forme un bloque sélido, el cual puede ser cortado en finas rodajas.




5-Corte

Una vez obtenido el bloque se procede al corte de la muestra

Los cortes para el MO se realizan en el micrétomo. EI micrétomo es un

aparato que permite la obtencion de secciones tisulares de un espesor micrométrico
por lo que son lo suficientemente delgadas para su posterior observacion.. La
microscopia ptica utiliza espesores de entre 5y 10 micras.

6-Tincion

Ahora tenemos las secciones finas de 5 a 10 micras, pero antes de colorearlas se les
retira la parafina sumergiéndolas nuevamente en alcohol (que disuelve la parafina) y se
rehidrata sumergiendo las muestras en agua. Para colorear el tejido se suelen utilizar
uno, dos o0 mas colorantes. Para un estudio general de los tejidos es esencial diferenciar
entre colorantes béasicos, acidos.

Colorantes acidos: Son sustancias acidas como la eosina que tifie estructuras basicas
contenidas generalmente en el citoplasma de la célula. Los componentes de la célula
que se tifien con los colorantes acidos se denominan acidéfilos. Son ejemplos de

componentes acidofilos, las estructuras membranosas del citoplasma como el REL o
las mitocondrias.

Colorantes basicos: Son bases como la hematoxilina que es un colorante que tifie
estructuras acidas como el ADN del nucleo celular o el RER en el citoplasma.
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Ndcleo y citoplasma baséfilos Nucleo baséfilo y citoplasma acidofilo. Los glébulos
rojos carecen de nlcleo y el citoplasma es intensamente
acidofilo




TECNICAS HISTOLOGICAS: OBTENCION DE UN PREPARADO

TOMA DE
MUESTRA

INCLUSION EN PARAFINA

W

FIJACION

Formol 10 %

CORTE EN MICROTOMO

DESHIDRATACION

=

Serie de alcoholes en concentracién creciente.

TINCION

Desparafinado-hidratacién y tincion

MONTAJE Y PREPARADO LISTO
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