PRACTICA 1: TECNICA
HISTOLOGICA

Es un proceso fundamental en el
estudio de la microanatomia de tejidos
y organos, consiste en la preparacion
de muestras biologicas para su
observacion al microscopio,
permitiendo la creacion de preparados
permanentes como laminillas. Este
proceso es esencial para preservar la
estructura celular y tisular,
proporcionando una base sodlida para
el estudio de la fisiologia y la
comprensiéon de la organizacion vy
funcién celular, facilitando su analisis
bajo diferentes tipos de microscopios.

Obtencion de la Muestra

No se considera estrictamente parte
de la técnica histoldgica, es un paso
preliminar. Existen dos métodos:

e Biopsia: Consiste en la
extraccion de una pequenia
muestra de tejido de un
organismo Vivo para examen.

e Necropsia: Implica la obtencion
de muestras de tejidos vy
organos de un organismo
fallecido.

PASOS DE LA TECNICA

HISTOLOGICA
1) Fijacion:

La fijacion es el primer paso en la
técnica histolégica, su objetivo
principal es detener los procesos
biolégicos naturales que ocurren tras
la extraccion del tejido.

Este paso tiene multiples efectos
beneficiosos:

e Detiene el metabolismo celular

e Previene la autolisis

¢ Inhibe las proteasas

e Elimina microorganismos no
deseados

e Aumenta la rigidez del tejido

e Crea las condiciones
necesarias para los siguientes
pasos

El fijador mas comunmente utilizado
es el formaldehido al 10%, otras
opciones son el glutaraldehido, y
alcoholes (etanol/metanol)




2) Deshidratacion:

Busca eliminar el agua presente en los
tejidos y reemplazarla por compuestos
hidrofobicos; se realiza mediante una
serie de bafos en soluciones de etanol
de concentracion creciente,
permitiendo que el alcohol reemplace
gradualmente el agua en los tejidos.
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3) Aclaramiento:

Pretende reemplazar el alcohol con un
compuesto hidrofébico, preparando
asi las muestras para la inclusion en
parafina. Tipicamente, se emplea
xileno o xilol para este proceso.

El aclaramiento asegura que el tejido
esté completamente libre de agua y
alcohol, creando un ambiente propicio
para la infiltracion de parafina.

4) Inclusion:

La inclusion es el proceso de
transformar la muestra de wuna
consistencia gelatinosa y blanda a una
mas sélida, lo cual es esencial para
obtener cortes finos y precisos en las
etapas posteriores. Durante este
paso, el tejido se sumerge en parafina
liquida calentada a 60°C.

La parafina liquida penetra los
espacios intercelulares de la muestra,
al enfriarse se solidifica, creando un
bloque que encapsula la muestra en
su interior, lista para pasar al siguiente
paso.
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5) Microtomia:

Este paso implica cortar el bloque en
secciones extremadamente delgadas
utilizando un  equipo llamado
microtomo, utiliza una cuchilla de
diamante que se desplaza a traves del
bloque de parafina, generando cortes
finos cuyo grosor puede variar entre 1
y 50 micras; para permitir que la luz del
microscopio atraviese la muestra
eficientemente, proporcionando una
vision nitida y detallada de las
estructuras celulares y tisulares.

Estos cortes se sumergen luego en un
bafo de flotacién con agua a 45°C, lo
que permite que se extiendan vy
desplieguen uniformemente.

Antes de proceder al siguiente paso,
los cortes deben ser desparafinados y
rehidratados, usando Xilol y
posteriormente alcohol en
concentraciones decrecientes hasta
llegar a agua destilada



5.1) Técnica de congelacion:

Es una alternativa a la inclusion en
parafina. Este método se centra en
mantener la muestra en estado
congelado para permitir cortes rapidos
y finos.

Después de la deshidratacion, la
muestra se sumerge en una solucion
crioprotectora que ayuda a preservar
la estructura celular durante Ia
congelacion.

El corte se realiza en un instrumento
llamado criostato, que mantiene la
muestra a temperaturas y permite
transferirla directamente a
portaobjetos y para tefirse
inmediatamente.

6) Tincion:

La tincion realza el contraste natural y
destaca los distintos componentes
celulares, tisulares y materiales
extrinsecos presentes en la muestra.
Este proceso facilita una visualizacion

mas clara y detallada de las
estructuras microscoépicas.

Los colorantes utilizados se aplican en
forma de soluciones acuosas o
alcohdlicas; dependiendo de las
propiedades de los colorantes y la
naturaleza de las muestras.

Los colorantes se clasifican

principalmente en dos tipos:

e Acidos: Como la eosina,
poseen una carga nheta
negativa y se unen a
componentes con carga
positiva. Tifien principalmente
el citoplasma celular.

e Basicos: Como la
hematoxilina, tienen una carga
neta positiva y se unen a
componentes con carga
negativa. Tifien principalmente
los nucleos celulares.

La tincion de rutina mas comun es la
hematoxilina-eosina  (H&E), pero
existen tinciones especiales para
resaltar estructuras especificas.

7) Montaje:

Antes de proceder al montaje, es
necesario volver a deshidratar Ia
muestra con alcohol.



Este proceso asegura la estabilidad de
la muestra, previene la deshidratacion
y facilita la transmisién de la luz. La
muestra se coloca sobre un
portaobjetos y se cubre con una
lamina de vidrio delgada, sellandola
para protegerla contra contaminantes.

Dos opciones para el medio de

montaje son:

e Balsamo del Canada: Una
oleorresina transparente
extraida de ciertas variedades
de abeto. Se adhiere
firmemente al vidrio y alcanza
una consistencia dura.

¢ Resina sintética: Solubilizada al
60% en xileno, ofrece una
alternativa practica. Su
solubilidad en xileno facilita la
manipulacion y asegura una
correcta fijacion de la muestra
al portaobjetos.
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Inclusiones y Artefactos:

Durante el proceso de preparacion
histoloégica, pueden ocurrir varios tipos
de errores que afectan la calidad de la
muestra final:

¢ Inclusiones: Pequenos
elementos como fibras, pelos,
polvo o cristales de colorante
que se incorporan

inadvertidamente a la
preparacion.

Pliegues: Ocurren cuando el
tejido se dobla sobre si mismo
durante el procesamiento.
Bandeado: Causado por un
angulo incorrecto de la cuchilla
durante el corte, resultando en
bandas visibles en el tejido.
Mellas: Producidas por
defectos en el filo de la cuchilla,
causando rasgaduras lineales
en el tejido.

Burbujas: Pequefas burbujas
de aire que quedan atrapadas
en el medio de montaje.
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