TÉCNICA HISTOLÓGICA
  El objetivo de la Técnica Histológica es la preparación, apropiada de los distintos tejidos y órganos para su observación y estudio microscópico.

Esta técnica consiste una serie de pasos que son los que estudiaremos a continuación:

I      Obtención de la pieza

II     Fijación

III    Deshidratación

IV    Aclaración

V     Inclusión

VI    Microtomía

VII   Coloración

VIII  Montaje

OBTENCIÓN DE LA PIEZA.- Como primer paso, en cualquier Técnica Histológica e Histopatológica es tener la pieza que vayamos a estudiar, ya sea riñon, piel, hígado, cerebro, etc.

Se puede obtener de distintas maneras. Una de ellas es con el animal vivo, vgr:, al momento de una cirugía, se efectúa una biopsia. del órgano que deseemos estudiar, vgr de ovario para estudiar el proceso histológico de la ovogénesis.

Otra manera es la toma de la muestra con la necropsia del animal recién muerto, o a las pocas horas de fallecido. Esto se aplica en histopatología. Por ejemplo en el caso de un perro en el que se sospeche que haya padecido rabia. Se extrae el cerebro, y se efectúan los estudios histopatológicos con el fin de encontrar los cuerpos de Negri. patognomónicos de dicha enfermedad.

Una vez tomada la pieza histológica, debemos evitar el proceso de destrucción y putrefacción celular que ocurra en éstos tejidos, para lo cual nos valemos de ciertas substancias químicas que sabemos evitan ésta destrucción. Esto en el caso de la histología normal, es con el propósito de estudiar los tejidos con toda su estructura normal, con el mínimo de cambios microscópicos. Por lo que pasamos al siguiente paso:

II FIJACIÓN.- Los líquidos utilizados suspenden todas las actividades vitales de las células, evitando al máximo cualquier cambio en su estructura y morfología, a fin de no falsear su interpretación, manteniendo por lo tanto las células con los caracteres que tenían en vida.

Para ésto los fijadores deben Henar ciertos requisitos los cuales son los siguientes:

1.- Rapidez de acción- es decir, debe actuar inmediatamente, y evitar las retracciones y contracciones, para que no se alteren las formas de las células.

2.- Poder de penetración es decir, que fije tanto las capas superficiales como las más profundas.

3.- Conservar al máximo las características estructurales que las células presentaban en vivo.

4.- Favorecer o permitir los pasos ulteriores para su observación (microtomía, valoración, etc.).

5.- No provocar la aparición de fallas artificiales.

6.- No endurecer demasiado los tejidos ni tornarlos quebradizos.

Los fijadores, desde el punto de su composición química pueden ser: simples cuando es solo una substancia y compuestos ó mezclas cuando son varias substancias.

Los fijadores más utilizados son los simples, y de ellos el más comúnmente utilizado es el formaldehído (formol).

Formaldehido (formol).- Es el más utilizado en las preparaciones histológicas, ya sea al 4 ó al 10 %.
Sus características son las siguientes:

Tiene gran poder de penetración.

No entorpece la coloración ulterior.

Endurece favorablemente los tejidos.

Es reductor y no precipita las proteínas.

Conserva las grasas y los tejidos complejos, conservando las mitocondrias y al aparato de Golgi.

No produce contracciones de las estructuras celulares.

La fijación se obtiene en un plazo que varía de 1-4 días, de acuerdo al tamaño de la pieza.

Una vez fijadas las piezas, éstas están embebidas en agua lo que impide que sean penetradas por la parafina, ya que no es miscible en agua. Para que la parafina penetre en los tejidos es imprescindible, eliminar el agua de los tejidos o dicho de otra manera: deshidratarlos.

DESHIDRATACIÓN.- La deshidratación la obtenemos sumergiendo los tejidos en substancias anhidras. Para este fin se utiliza alcohol. Ahora bien, se deben colocar las piezas en alcohol de menor a mayor concentración, para evitar una deshidratación brusca. Por lo que se siguen los siguientes pasos:

Alcohol de 70o                                           3 Horas

Alcohol de 80o                                           3 Horas

Alcohol de 90o                                           3 Horas

Alcohol de 96o                                           3 Horas

Alcohol de 100o                                           3 Horas

Alcohol de 100o                                           3 Horas

Una vez terminada la deshidratación se procede al siguiente paso.

IV.- ACLARACIÓN.- Se sumergen las piezas en toluol o xilol. La substancia más comúnmente utilizada es el xilol.

Este paso se lleva a efecto en dos tiempos:

          Xilol....................1-3 Horas

          Xitol....................1-3 Horas

Hay  un aparato, el cual efectúa los pasos del procesamiento de los tejidos, mediante un mecanismo automático. Este aparato es el HISTOKINETE, como el cual facilita notablemente, éstos pasos de la técnica histológica.

La pieza una vez fijada, deshidratada y aclarada se le efectúa el paso-previo a la microtomía: Inclusión. Este paso tiene como finalidad darle solidez a la textura de los tejidos, incluyendo una substancia sólida en el interior de los mismos, que sirva de sostén a los elementos anatómicos y que a su vez se preste para ser seccionada en cortes muy delgados.

La substancia más utilizada es la parafina. Esta parafina se funde en una estufa eléctrica o de gas.

Se procede a colocar la pieza en estudio en un pequeño vaso de plástico, en el cual se vierte la parafina, en estado líquido. Se coloca este vaso posteriormente en un refrigerador o bajo agua helada con el fin de que se solidifique. Dando como resultado un bloque de parafina como el que se observa en la Fig. 2-2. Ya solidificada se retira del vaso y se procede a quitar el excedente de parafina con un bisturí hasta obtener un pequeño bloque de forma más o menos cuadrilátera.

Se pasa rápidamente sobre su mechero encendido la parte del bloque de parafina que no contenga la pieza, y se une o adhiere ésta parte a un bloque de madera rasurado para que se pueda colocar la pieza ya incluida, en el microtomo y así proceder al siguiente paso.

 VI.- MICROTOMIA.- Es el paso mediante el cual se obtienen cortes sumamente delgados de la pieza de inclusión. Esto se efectúa por medio de un aparato llamado microtomo. Hay varios tipos en el mercado; los más utilizados son los microtomos para piezas en parafina y los microtomos para corte en congelación.

De éstos dos a su vez, el más empleado en Histología es el microtomo para piezas en parafina de cuchilla fija y bloque móvil como el que se observa en al Figura 2-3.

En el microtomo se efectúa la rotación de una gran rueda por medio de un mango, lo que produce un movimiento de ascenso y descenso de un cañón, que lleva la pieza portabloque. 

El extremo anterior donde se coloca la pieza portabloque semeja una diminuta prensa que tiene tornillos anexos que pueden ser ajustados a voluntad para alterar la inclinación del bloque. Este cañón presenta en el extremo opuesto una plataforma rectangular de acero, inclinada en un ángulo de 45o, esta se apoya en un cono de acero, el cual está en contacto con un tornillo micrométrico y éste a su vez con la rueda dentada que efectúa los movimientos de ascenso y descenso. De ésta manera el cono de acero va recorriendo la superficie de la plataforma, la cual mueve el bloque la distancia requerida hacia delante en cada revolución.

Estos movimientos de avance se regulan a voluntad mediante una escala graduada en que cada división corresponde a una micra. Es un mecanismo que nos da los menores defectos y por medio de una palanca de retroceso, se puede regresar el cono de acero al principio de la plataforma cuando éste ya lo recorrió, y por lo mismo la pieza portabloque está muy procidente.

La cuchilla por lo contrario, es fija, está montada en una plataforma de construcción sólida que se desliza sobre unos rieles, lo que permite alejar o acercar la cuchilla al encuentro del bloque. Esta plataforma es fija, para que no se deslize en sentido anteroposterior, por la palanca, y paraque nos e mueva por los rieles, en sentido de lateralidad.

Esta plataforma tiene un semicilindro donde se monta la cuchilla, la cual se ajusta mediante unos tornillos que nos permiten dar a la cuchilla  la inclinación necesaria para un buen corte a su encuentro con el bloque.

El ángulo de la cuchilla debe fluctuar entre 0 y 15 grados. Una vez efectuada la microtomía, se obtiene una tira larga de parafina, la cual contiene en su interior los cortes de la pieza en estudio.

Se coloca una parte de ésta tira en una estufa de baño maría, como la que se observa en al figura 2-4, la que contiene agua a una temperatura más o menos tibia y se procede enseguida a colocar un trozo sobre cubreobjetos, para pasar al siguiente paso el cual es: Coloración.

VII.- COLORACIÓN.- Se llama coloración al procedimiento mediante el cual se tiñen las preparaciones histológicas, fundándose en la afinidad que para determinados agentes colorantes poseen los diversos componentes de la célula y substancias intercelulares, siendo indispensable que nos se destiñen con un lavado ulterior efectuado con el disolvente empleado para preparar la solución.

El término  de agente colorante es utilizado en un amplio sentido, e incluye a todas las substancias que son capaces de combinarse con los tejidos y mejorar la visibilidad de sus componentes al impartirles color, siendo necesario que no tiñan difusamente por igual a los componentes de un preparado, sino que se fije selectivamente en determinados elementos en forma constante y regular.
Colorantes Sintéticos.- Tiene dos propiedades comunes en su estuctura molecular. Ellos poseen un radical colorante en la configuración de su molécula y uno ó más radicales que ionisan cuando el colorante está en solución. 

Desde el punto de vista químico, los colorantes se dividen en: Ácidos, básicos y neutros.

Los colorantes ácidos son sales cuya base es incolora y produce iones de hidrógeno, y el ácido es colorante, Vgr en la Eosina, la propiedad colorante es debida al ácido eosínico y no a la base de sodio que es incolora. Los colorantes ácidos tienen afinidad especial por el citoplasmo, por lo que se dice que es acidófilo (el citoplasma posee sales básicas por lo que capta las substancias acidas).

Los colorantes básicos poseen la base colorante y el ácido incoloro produciendo iones hidróxido. Los colorantes básicos se fijan de preferencia al núcleo, por lo que se dice que el núcleo es basófilo (el núcleo posee ácido desoxirribonucleico  por lo que capta las substancias básicas).

Los colorantes neutros, son mezclas en proporciones convenientes de colorantes ácidos y básicos, tanto uno como otro tienen propiedades de colorear, vgr: el eosinato de azul de metileno que tiene gran importancia en Tos estudios hematológicos, fijándose selectivamente el ácido en el citoplasma y la base en el núcleo.

Colorantes Naturales.- De éstos colorantes el más utilizado es la Hematoxilina, en combinación con la Eosina.

La Hematoxilina es extraída del palo de Campeche, pero no es un colorante verdadero hasta que es oxidada, por exposición al aire o por medios químicos.

Una vez que se comprendió lo que son los colorantes continuemos con lo que es el paso de coloración en la técnica histológica.

Habiendo colocado el corte en el portaobjetos, se colocan varios de estos en una canastilla como la que se observa en la Figura 2-5, y se procede a introducirlos en una serie de recipientes de vidrio de los cuales contiene varios reactivos, entre ellos los colorantes ( por ejemplo hematoxilina y eosina) por un tiempo determinado de acuerdo a una tabla ya establecida. En la figura No. 2-6 se aprecian las canastillas de vidrio las cuales contienen todos los reactivos de coloración.

VII.- MONTAJE.- Este paso consiste en colocar sobre el corte, un cubreobjetos bien limpio con una gota del medio de montaje, evitando que se formen burbujas de aire, el medio de montaje más frecuentemente utilizado es el Bálsamo de Canadá.

Se deja secar el bálsamo y ya está lista la preparación para ser observada. 

