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Obxectivo da fixacion: Evitar os fendmenos de autdlise por accién enzimatica (inactivacion de enzimas lisosémicos) e
impedir a difusion dos compofientes intracelulares (“fixacion”).

1. Fixacion

Tratase de conservar o tecido nun estado o mais semellante ao ser vivo polo que é importante que se inicie o mais rapido posible.

O fixador de eleccién en microscopia dptica é o formol tamponado (10 %). A solucién nai para obtelo é o formaldehido ao
40 %, polo que formol 10 % é igual a formaldehido 4 %.

Tipos de fixadores

FIXADORES RETICULANTES ou ADITIVOS: FORMOL 10 % (Tampdn fosfato 0,1 M pH 7,2)

Establecen enlaces coas proteinas do tecido.

e Reacciona con aminoacidos basicos (lisina, arxinina) formando pontes cruzadas de hidroximetileno.
e Fixador de eleccién en microscopia dptica para mostras de tecidos.

e O formol penetra 1 mm/h. Tempo estdndar: 24 h (para biopsias endoscdpicas ou con agulla: 6 h).

e O volume de fixador debe ser proporcional ao volume da mostra (10 veces este volume)

FIXADORES PRECIPITANTES ou COAGULANTES: ETANOL 96 % (Citoloxias e cultivos celulares)
Provocan a coagulacién das proteinas (rompen enlaces de H).

2. Descalcificacion

e Necesaria se a mostra ten sales de calcio como o tecido dseo ou o dente.
e A descalcificacion faise en medio acido.
v/ mesturas de etanol con acido nitrico (5 %)
v/ EDTA (etilendiamino tetraacético) 10 % (5,5 % se se engade ao formol).

3. Talladura (toma de mostras)
Seleccidn de zonas para estudar (tecidos normais, tumores, marxes cirurxicas) e orientacion da mostra en érganos estratificados en capas.

Hai que cofiecer a estrutura macroscépica dos érganos (coloracidn, consistencia do tecido, pregaduras...) para detectar as posibles alteracions.
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E importante seguir un método estrito que En dérganos con estrutura tubular as seccidns fanse A toma de mostras debe facerse de forma que
estd establecido con respecto a cada drgano.  seguindo unha direccidn transversal (A). se poidan ver todas as capas que forman a
Permite comparar con resultados previos A marxe cirurxica debe tomarse seguindo unha direccién parede do érgano no mesmo plano.
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demais laboratorios. cirdrxica (B). inclusion en parafina.



4. Inclusion

Para poder realizar cortes finos, a peza debe ter consistencia suficiente, o que se consegue por inclusiéon nun medio
solidificable. Normalmente emprégase parafina (cera) ou paraplast (combinacién de parafina e polimeros plasticos),
que son solidas a temperatura ambiente e funden a 60 °C).

O obxectivo é obter un bloque de tecido consistente e homoxéneo.

o DESHIDRATACION: etanol 70 % (1h), 96% (2x1h), 100 % (3x1h)
Pasos | ¢ ACLARAMENTO xileno ou xilol (2x1h)
¢ INCLUSION parafina 60 °C (2x1h)

PARAFINA

Bloque de parafina
Pasos

1. Pofier a mostra nun molde con parafina a 60 °C
2. Colocar a base do casete

3. Encher con parafina 60 °C e deixar arrefriar antes de
retiralo do molde

5. Seccion

As tiras de cortes estiranse
colocdndoas sobre a auga a 45 °C
nun bafio termostatico. Separanse

e recollense en portaobxectos.
Nalgunhas técnicas (IHQ) utilizanse
portaobxectos recubertos dun
adhesivo como poli-I-lisina ou silano.
Posteriormente déixanse secar en
estufa (60 °C).

Utilizase un micrétomo. Ao facer
esvarar o bloque sobre a coitela
obtense un corte. O cabezal avanza
3-5 microns e descende novamente
sobre a coitela. As seccidns de
parafina adhirense entre si formando
tiras de cortes. E importante que
arrefrie o bloque antes de cortalo
para facilitar o proceso.

e Técnicas histoquimicas (a calor da inclusién destrue a actividade enzimatica)

e Mausculo estriado esquelético (a inclusion artefacta as fibras e ademais para o diagndstico precisanse técnicas
histoquimicas)

e Biopsias intraoperatorias (ao non ter que fixar nin incluir, permiten dar o diagndstico nun tempo de 10-15
minutos)

e Lipidos (o alcol e o xilol disolven as graxas)

Conxelacion

A conxelacién da mostra realizase en vapores de nitroxeno liquido ou en
isopentano (metilbutano) previamente arrefriado a -160 °C con nitréxeno
liquido (-196 °C). A inmersion da mostra de tecido muscular debe ser
rdpida para evitar a formacion de cristais de xeo, que tamén se formarian : Nitréxeno
se se conxelase directamente en nitréxeno liquido. & : liquido

As mostras cértanse nun criéstato (micrétomo nunha camara fria)

A temperatura de corte no criéstato é de -20 °C

tecidos (na imaxe vese

y O musculo esquelético
procésase por
conxelacion xa que é
musculo esquelético preciso facer técnicas
tinguido co tricrémico de histoquimicas (ATPase
Masson). nesta imaxe) para
identificar os diferentes
£ - tipos de fibras.

s

Con este procesamento
hai menor retraccién nos




6. Tinguidura
Técnicas de microscopia dptica convencionais

Hematoxilina-eosina (musculo estriado)
Hematoxilina: colorante basico natural (pau
de Campeche), que tingue os nucleos (ADN)

+ de violeta (nucleos basdfilos).

Eosina: colorante acido artificial (produtos de
" destilacion da hulla), que tingue as proteinas
citoplasmaticas de rosa-laranxa (citoplasmas
aciddfilos ou eosindfilos).

Tricromico de Masson (musculo)

Vermello Masson: células musculares de cor
vermella.

Azul de anilina: coldxeno azul.

~, Hematoxilina: ndcleos de cor violeta.

s ‘.‘§' . Orceina (tecido conxuntivo)
’M,{f_ 4= Orceina: fibras elasticas (marrdn).
‘f_! =< Contratinguidura: Giemsa: fibras de colaxeno

de cor rosada, nucleos violeta.

Azul de toluidina (tecido conxuntivo)

- Tingue de cor azul a maior parte das
estruturas. Os mastocitos tinguense de cor
avermellada, virando a cor pola composicion
quimica dos seus granulos (heparina).

.

PAS (acido periddico de Schiff) (intestino
groso)
Tingue os carbohidratos complexos de cor
maxenta.
Neste caso, os mucopolisacéridos
% (glicosaminoglicanos), o glicocéliz e a
v membrana basal. Contratinguidura:
L% # hematoxilina.

%" (2 Azul de alcian (mucosa gastrica con metaplasia

m. 2‘8'\1 intestinal). Tingue os mucopolisacaridos

'3\‘_".,;2:? acidos de cor azul. Aparecen tinguidas as as
S~.2%.° células caliciformes na mucosa gastrica nunha

» ‘:,' metaplasia intestinal. Os muco-polisacaridos

1% ?', das células mucosas do epitelio gastrico son

'+ <. 77 baésicos e non se tinguen con azul alcin.

2 Contratinguidura: vermello nuclear.

u

\' Tingue de cor negra as membranas basais.
Na imaxe tingue a membrana basal que rodea
os capilares glomerulares.

Utilizanse para tinguir as extensions de
sangue. Tingue de forma especifica os
granulos dos granulocitos. Os gldbulos
vermellos tinguense de cor rosa asalmoada.

Ziehl-Neelsen

Tingue as bacterias acido-alcohol-resistentes
como os bacilos de Koch da tuberculose, que

! aparecen na imaxe con cor vermella.

24
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¢ Hematoxilina-eosina (pancreas exdcrino)
Nas células dos &cinos pancreaticos a
hematoxilina tingue de violeta os nucleos e
os citoplasmas basais circundantes (frecha)
por ter abundante reticulo endoplasmatico
! rugoso (ARN). A eosina tingue de laranxa o

=c{ Reticulina (figado)

%3¢ Técnica arxéntica que tingue as fibras

> “'333 reticulares de cor negra.Contratinguidura:
°“_‘r; hematoxilina (alternativa: vermello nuclear).
t .

¥ Orceina: fibras eldsticas (marrén) na lamina
elastica interna. Picrofucsina: células

.- Técnica de Perls (ferro férrico) (bazo)
€ Tingue de cor azul os macréfagos que
= contefien hemosiderina. Na imaxe

i do bazo atdpanse na polpa vermella.

" Contratinguidura: vermello nuclear.

PAS (A) e PAS con disastase (B) (lingua)
' (A). O PAS tinxe o glicoxeno no epitelio
~ derevestimento (frecha) e as glandulas

~ (mucopolisacéridos) de cor maxenta.(B).
Incubando con diastase antes do PAS, o
enzima dixire o glicdxeno que non se tingue
| (diastase sensible). Os mucopolisacéricos
seguen a ser positivos (diastaserresistentes).

~  Vermello oleoso (figado en conxelaci6n)
\" Tingue os lipidos de cor laranxa a vermello.
. Contratinguidura: hematoxilina.

Tingue a substancia de Nissl de cor violeta e a
mielina de cor azul.

1 Papanicolaou (citoloxia do colo uterino)

Q‘ Utilizase para tinguir as citoloxias. Nesta
citoloxia tinguese o citoplasma das células

{ das capas inferiores de cor azulada (ciandfilas,

polo colorante empregado: cianina), mentres

que as superficiais tinguense en cor rosado

| (orangdfilas, polo colorante empregado: orange

G). Contratinguidura nuclear: hematoxilina.




Histoquimica enzimdtica

ENZIMA

SUBSTRATO ﬂ

PRODUTO REACCION
CROMOXENO

PRECIPITADO COLOREADO

Esta técnica trata de analizar a presenza de enzimas nas células.
Inclbase a mostra co substrato especifico do enzima que se pretende
demostrar. Se hai enzima, resulta un produto de reaccién que, actuando
sobre un croméxeno, da lugar a un precipitado coloreado.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Técnica que permite detectar in situ compofientes celulares (secuencias
de aminoacidos = “antixenos”) por medio de anticorpos especificos.
A sUa observacion realizase por medio de sistemas de deteccidn
enzimaticos (principalmente peroxidase).
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Resultado: A cor castaia reflicte a presenza da proteina. O patrén de
tinguidura depende da sua localizacidn, que pode ser citoplasmética, de
membrana ou nuclear.

Citoqueratinas (pel)

Forman os filamentos intermedios do
citoesqueleto. Son positivas unicamente as
células epiteliais.

Patron citoplasmatico.

' Vimentina (pel)

Constitue os filamentos intermedios das
*°,. células de orixe mesenquimal. Na imaxe
son positivos os fibroblastos, pero tamén
as células endoteliais (pola sua orixe
mesenquimal).

Patron citoplasmatico.

Neurofilamentos (sistema nervioso
central)

E o filamento intermedio das neuronas.
O patrén é citoplasmatico e aparece no
corpo celular e nas suas prolongaciéns
(axdns e dendritas)

Ki67 (mucosa oral)

s B E una proteina relacionada coa

e —— proliferacion celular. O patrén é nuclear e
> aparece nas células que tefien capacidade
para dividirse.
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Succinato-deshidroxenase (SDH)
(musculo estriado).

Para realizar técnicas histoquimicas
non se pode fixar nin incluir

a mostra porque se destrie a
actividade enzimatica (cortes de
conxelacién).

No musculo utilizase para
identificar os tipos de fibras.

SDH tingue de cor azulada as
fibras musculares en relacién coa
cantidade de mitocondrias: fibras
vermellas (tipo 1) (azul intenso),
fibras brancas (2B) (escasamente
tinguidas) e intermedias (2A).

Recuperacion ou desenmascaramento de epitopos

A fixacion en formol forma enlaces que dificultan o acceso do anticorpo

ao antixeno (epitopo). A recuperacion de epitopos lévase a cabo por

medio de calor que rompe os enlaces do formol, permitindo o acceso do
anticorpo. Realizase en microondas ou bafio termostatico, empregando

tampdn citrato (pH 6) ou tampdn tris-EDTA (pH 9).

Etapas da técnica IHQ

1. Incubacidn co anticorpo (AC) primario especifico da secuencia de
aminoacidos.

2. Incubacién co complexo de polimeros de dextrano que se une ao
anticorpo primario por medio de anticorpos antiespecie e que
incorpora peroxidase.

3. Incubacién con H202 (substrato da peroxidase) e diaminobencidina
(DAB) (cromdxeno). Esta etapa é unha reaccidn histoquimica que
revela a peroxidase.

Proteina glial fibrilar acida (GFAP)

.27= (sistema nervioso central)

E o filamento intermedio dos astrocitos.
Patron citoplasmatico.

Desmina (musculo intestinal)

E un marcador de todo o tecido muscular
(na imaxe vese no musculo liso intestinal,
pero tamén é positiva no musculo estriado
(esquelético e cardiaco).

Patron citoplasmatico.

Espectrina (musculo esquelético)

E unha proteina asociada 4 membrana das
células que se une a actina (na imaxe vese
a positividade de membrana nas células
musculares esqueléticas).

Dobre inmunofluorescencia para S100 e
neurofilamentos (ganglio mientérico).
Os marcadores son fluorocromos. Neste
caso empregouse Alexa 488 para S100
(células satélite, verde) e cianina 3 para
neurofilamentos (neuronas, vermello)



Hibridacion in situ (HIS)

O propdsito da técnica é revelar nos nicleos a presenza dunha
secuencia determinada de nucledtidos (secuencia diana), que pode
corresponder a ARN ou ADN (neste caso hai que separar previamente as
duas cadeas mediante calor).

A ferramenta de traballo da HIS son as sondas, que consisten en
secuencias de nucledtidos con bases complementarias (C-G, A-T/U) da
secuencia diana. As sondas deben levar asociado un marcador para que
poidan ser visibles en microscopia. O marcador poden ser substancias
para estudo con microscopia de fluorescencia (FISH), ou substancias
detectables con anticorpos (biotina, digoxixenina, dinitrofenilo ou
fluoresceina), para estudo con microscopia dptica (HIS cromoxénica), na
que pode empregarse amplificacién con prata (SISH por Silver-ISH), ou
tamén poden utilizarse fluorocromos para estudo con microscopia de
fluorescencia.

HER2 é un receptor de membrana que pode sobreexpresarse en
tumores, conferindolles agresividade. A determinacion de HER2 para
emprego de terapias diana anti-HER2 realizase con IHQ. En casos con
resultado non concluinte por IHQ, debe analizarse o estado do xene
HER2 mediante HIS (empregarase a terapia en caso de amplificacidn).
Cémpre analizar o numero de sinais de HER2 e do centrémero do
cromosoma 17 (onde se atopa tal xene) empregando un céctel de duas
sondas.

FISH (cancro de mama)

A. Tumor sen amplificacién HER2. Nos nucleos (contrastados en azul con
DAPI) atépase o mesmo numero de sinais vermellos (dous sinais do xene
HER2/nucleo) que verdes (dous sinais do centrémero 17/nucleo).

B. Tumor con amplificacion HER2. Os nucleos presentan un nimero
maior de sinais vermellos que verdes (se a razén entre ambos é >2 o
caso considérase amplificado).

FISH (linfoma). Neste exemplo mdstrase unha translocacién con FISH.

A. Nos linfomas sen translocacién ambos os sinais (verdes e vermellos)
estan xuntos.

B. Nos linfomas foliculares hai unha translocacion do xene BCL2 desde
o cromosoma 14 ao cromosoma 18 polo que algun dos sinais aparecen
separados: t(14;18).

o

Emprégase habitualmente FISH en microscopia de fluorescencia ou SISH
en microscopio de luz visible, que ten a vantaxe de permitir un estudo
morfoldxico mais sinxelo que no campo escuro do FISH.

En FISH, a sonda que recofiece o xene HER2 estd marcada cun
fluorocromo vermello (vermello Texas) e a do centromero do
cromosoma 17, cun fluorocromo verde (fluoresceina).

A

SISH (cancro de mama). No caso do SISH o centrémero aparece
vermello (Fast red) e o xene HER2 negro (amplificacién con prata).

A. Tumor sen amplificacién HER2. Nos nucleos (contrastados en violeta
con hematoxilina) aparecen dous sinais negros correspondentes ao xene
HER2 e dous vermellos do centrémero 17.

B. Tumor con amplificacion HER2. Os nucleos presentan maior nimero
de sinais negros que vermellos.

Cr.18
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Microscopia electronica (ME)

A microscopia electronica baséase na menor lonxitude de onda dos
electrdns respecto aos fotdns, o que diminle o limite de resoluciéon
(distancia minima 4 que dous puntos contiguos se distinguen
individualmente).

LR = 0,61 A/ AN (Abbe, 1873)
LR=1/2A
Onde LR é o limite de resolucion, A a lonxitude de onda da fonte de
iluminacion e AN a apertura numérica da lente.
Simple vista: 0,2 mm
MO luz visible: 1/2 x 0,4 um = 0,2 um
ME: 1/2 x 0,005 nm = 0,0025 nm (limite de resolucion tedrico, na
préctica: 0,2 nm)

Un microscopio electrénico poste unha columna na que se fai o baleiro
(o aire substituese por nitréxeno 50%). Na parte superior estd o cdtodo
(filamento de tungsteno que emite os electrdns) e por baixo, o dnodo
(discoidal). Entrambos establécese unha diferenza de potencial de 60 kV,
que acelera os electrons que percorren a columna atravesando a mostra
e impactan sobre a pantalla de observacién. A mostra intercélase no feixe
de electrdns, que se vai amplificando por medio de tres lentes (bobinas
electromagnéticas): condensadora, obxectiva e proxectora.

Procesamento da mostra para ME

1. Fixacion: glutaraldehido ao 2,5% en tampdn cacodilato sddico (24 h). O
glutaraldehido penetra moi lentamente e por iso as mostras han ser moi
pequenas.

2. Talladura: cubos de 1 mm de lado.

EICA ULTRACUT /T

3. Posfixacion en tetrdéxido de osmio, que se fixa aos lipidos das
membranas.

4. Inclusion: resinas sintéticas (a mostra deshidratase con acetonas).
Colécanse as mostras no extremo inferior do molde (cédpsula de xelatina) e
énchese coa resina que se polimeriza na estufa.

5. Talladura das capsulas: as capsulas tallanse para darlles forma de
pirdmide coa mostra no vértice (por iso, as capsulas chamanse tamén
pirdmides).

6. Corte semifino: Cun ultramicrétomo (Fig. 2, esquerda) faise primeiro un
corte semifino de 1 um de grosor (Fig. 3) para seleccionar unha cdpsula

da que se fard o corte ultrafino. O corte faise con coitelas de vidro (Fig. 2,
dereita) e a coloracién deste con azul de toluidina.

7. Corte ultrafino (100 nm): Faise con coitelas cun fio de diamante. As
seccidns recdllense sobre grellas de metal (cobre ou niquel) que serven de
soporte (Fig. 4).

8. Contraste: Os cortes ultrafinos contrastanse con acetato de uranilo e
citrato de chumbo para poder ver as células co microscopio electrénico.

Microscopia electrénica de transmision.

O feixe de electrdns atravesa a mostra. Nalguins puntos os electrons
quedan detidos polos metais pesados empregados no procesamento

e non chegan a pantalla deixando unha zona escura (electrodensa). Se
os electréns atravesan a mostra dan lugar a unha zona clara na pantalla
(electronlucente).

A figura 5 mostra un adipocito branco. O vacuolo lipidico central (os
lipidos nestas mostras non se disolven) é electronlucente, mentres que o
nucleo que aparece 4 dereita e o bordo citoplasmatico son electrodensos.
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