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RESUMEN

Se denomina Técnica Histoldgica al conjunto de procedimientos aplicados a un material
bioldgico (animal o vegetal) con la finalidad de prepararlo y conferirle las condiciones
Optimas para poder observar, examinar y analizar sus componentes morfolégicos a través
de los microscopios Opticos y electrénicos. EI objetivo General de este estudio es
Analizar la importancia de los procesos Histotecnolédgicos aplicados en tejido vegetal y
animal relacionados al campo laboral del Histotecn6logo. La metodologia que conlleva
este trabajo es un estudio de tipo documental investigativo. Por esta razén, es importante
conocer los procesos existentes en las referidas técnicas aplicadas en tejidos vegetales y
animal como lo es la obtencion de muestra, 1) fijacion, 2) deshidratacién y aclaramiento, 3)
Inclusion, 4) corte 5) tincion y montaje de los cortes. Para asi de esta manera poder
incentivar en el estudiante este campo de estudio; lo que permitiria emplearlo como agente

motivador para llevar a la préctica y realizar investigaciones y aplicarlos en ambos tejidos.

Palabras clave: Tejidos, coloraciones, Histotecnologia, procesos Histotecnoldgicos.
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ABSTRACT

Histological technique is called the set of procedures applied to biological material (animal
or plant) in order to prepare and confer optimal conditions to observe, examine and analyze
its morphological components through optical and electron microscopes. The overall
objective of this study is to analyze the importance of processes applied Histotechnoldgy in
plant and animal tissue related to the labor camp Histotechnologist. The methodology
involved in this work is a study of investigative documentary. For this reason, it is
important to know the existing processes in the aforementioned techniques applied in plant
or animal tissues such as the obtaining of sample 1) fixation, 2) dehydration and clearing,
3) Inclusion, 4) cutting 5) staining and mounting cuts. So in this way to encourage students
in this field of study; what would | use it as a motivator to implement and conduct research

and apply them in both tissues.

Keywords: tissues, colorations, Histotechnology, Histotechnoldgy processes.
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INTRODUCCION

Se debe tener como nocidn basica que la célula es la unidad anatomica y funcional de todo
organismo viviente, la union de dos o mas células especializadas forma lo que se conoce
como tejidos, el cual se puede definir como un conjunto de células que cumplen una
funcién y con la finalidad de estudiar los tejidos se han desarrollado diversas técnicas de
preparacion de tal manera que se asemejen a su estado natural, por lo que la Histologia es

la rama de la anatomia que estudia los tejidos de animales y plantas. *

Con referencia a lo anterior, la técnica histoldgica se considera una parte importante de la
Anatomia patoldgica ya que permite, mediante la aplicacion de diferentes métodos y
procedimientos, la identificacién microscopica de células y tejidos organicos, por lo que
se denomina Técnica Histoldgica al conjunto de procedimientos aplicados a un material
biolégico (animal o vegetal) con la finalidad de prepararlo y conferirle las condiciones
Optimas para poder observar, examinar y analizar sus componentes morfolégicos a través
de los microscopios foténicos y electronicos. > Ahora bien, la mayoria de las técnicas
histoldgicas van encaminadas a preparar el tejido para su observacion con el microscopio,
bien sea éste optico o electronico. Ello es debido a que la estructura de los tejidos esta
basada en la organizaciéon de los tipos de células que los componen vy, salvo contadas
ocasiones, las caracteristicas morfoldgicas de las células solo se pueden observar con estos

aparatos.

Como ya se menciond, la técnica histologica es una serie de métodos utilizados para poder
estudiar las caracteristicas morfoldgicas y moleculares de los tejidos. Hay diversos caminos
para estudiar los tejidos, es decir, series de técnicas que se utilizan dependiendo de qué
caracteristica deseemos observar. En los tejidos Animal los pasos necesarios para la
preparacion de los tejidos después de tomados por biopsia y necropsia, son 1) fijacion, 2)
deshidratacion y aclaramiento, 3) Inclusion, 4) corte 5) tincion y montaje de los cortes. Y

en los tejidos vegetales se utilizan varios métodos para la obtencién de la muestra: a) in
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vivo, b) cultivo, c) en fresco, y luego se hace el proceso: 1) fijacion, 2) deshidratacion y
aclaramiento, 3) Inclusién, 4) corte 5) tincion y montaje de los cortes. Existen algunas

diferencias que seran explicadas en el desarrollo de esta investigacion 2

La Histologia Vegetal es la parte de la Botanica que estudia los tejidos que integran los
distintos 6rganos de la planta y se dividen en tejido embrionario o tejido meristematico,
tejido parénquima, tejido epidérmico y tejido secretor los cuales poseen diferentes tipos de
células como feldgeno, coléngquima, esclerénquima, xilema, floema, células epidérmicas,
también en estos tejidos existen células muertas que cumplen funciones especificas como
darle rigidez al tronco. Los tejidos animales se dividen en tejido epitelial, tejido muscular,
tejido conectivo y tejido nervioso? En los tejidos animales se puede dejar una muestra
fijada por mucho tiempo y de igual forma serviria para hacer un estudio, a diferencia que en
los vegetales es preferible una muestra fresca porque, para ser procesada no debe estar
marchita, sin embargo existe también formas de fijar tejidos vegetales, aunque estos no
funcionen para todas las plantas.

También se debe tener en cuenta los tipos de colorantes que se emplean en los tejidos
vegetales, que muchas veces requieren de una coloracién especial 0 medios de contrastes
debido a que, los comunes empleados en las células animales no se adhieren al tejido
vegetal por su diferencia de células. Se pueden observar variaciones también en la
inclusion, porque los tejidos animales son incluidos en parafina ya que su composicion
quimica es a fin, con la composicion de estos tejidos y en los tejidos vegetales son
incluidos en resina ya que las muestras de tejido vegetal deben ser cortados mas delgados

que los de tejido animal por ende se debe endurecer mas las muestras de tejido vegetal. * °

Cabe destacar, que la presente investigacion tiene como objetivo general, analizar la
importancia de los procesos Histotecnoldgicos aplicados en tejido vegetal y animal

relacionados al campo laboral del Histotecnélogo.



Para lograr dicho objetivo general se tendrdn en cuenta como objetivos especificos,
describir los procesos Histotecnoldgicos para la obtencion de las muestras en tejido vegetal
y animal, identificar los diferentes métodos histolégicos aplicados en tejido vegetal y
tejido animal y establecer la importancia de cada proceso en el campo laboral del

Histotecnologo.

Y desde el punto de vista metodoldgico, se realiza una investigacion monografica de tipo
documental ya que se basa en la basqueda, recuperacion, analisis, critica e interpretacion de
datos secundarios, es decir, los obtenidos y registrados por otros investigadores en fuentes
documentales: impresas, audiovisuales o electronicas y en la bdsqueda de dicha
informacién se encontré referencias bibliograficas que reflejan y describen diferencias

histoldgicas en los procesos histotecnolédgicos de tejidos animales y vegetales.

Desde el punto de vista tedrico, la investigacion sera un gran aporte ya que se espera que el
estudio contribuya a reforzar el valor y conocimientos del mismo, en los profesionales de
Histotecnologia con relacion a los métodos histologicos aplicados en tejido vegetal y
tejido animal y establecer la importancia de cada proceso y asi de esta manera poder
incentivar en el estudiante la importancia de la histologia vegetal y de esta forma tomar en
cuenta el amplio campo de trabajo que puede tener el Histotecnologo.



DESARROLLO

Resefia Historica

Las bases de los estudios histotecnologicos surgieron a través del Dr. Jose Gregorio
Hernandez que introdujo oficialmente esta disciplina en nuestro pais a finales del siglo X1X
y formé los primeros técnicos histélogos. En general, las destrezas y conocimientos de la
técnica histologica, se transmitieron en forma tradicional de patologo a patdlogo, de
patdlogo a técnico y de técnico a técnico, destacandose la labor del Dr. José Antonio
O’Daly y del profesor Arcani Bruzual en el Hospital Vargas considerados como pioneros
de los cursos de técnica histolégica en Venezuela. Los patdlogos alemanes llegados a
Venezuela a partir de 1950, contribuyeron también a la formacién de los primeros técnicos

en el interior del pais, al traer varios “microtomistas “entrenados en Alemania.

A partir de 1991 por iniciativa del Dr. Jorge Garcia Tamayo y del Profesor Lic. Enrique
Montenegro se introdujo el disefio curricular del curso de Técnico Superior en
Histotecnologia al Consejo de Facultad de Medicina, el cual fue aprobado aunque no lleg6
a su culminacién por numerosos obstaculos los cuales finalizaron sin éxito en el afio 2001.

Actualmente la demanda de histotecn6logos es mayor debido a la nueva apertura de centros

de diagnéstico anatomopatoldgico tanto ptblicos como privados a nivel Nacional °

Antecedentes de la Investigacion

MONTALVO, C (2010). “Técnicas Histologicas” Explica que para poder estudiar una
célula o una asociacion de ellas, para conocer su estructura morfolégica microscopica y
deducir, en lo posible sus funciones, bastaria examinarlas a través de los instrumentos que
amplian imagenes de los objetos observados (microscopios fotdnicos y electronicos); este

procedimiento no es factible de realizar; al intentar hacerlo se presentan serias dificultades



en la manipulacion de los especimenes y el inicio de los procesos propios de desarreglo
molecular (autolisis) y celular que suelen presentarse después que las células y los tejidos
abandonan su habitat natural. Por lo tanto, es necesario utilizar una serie de procedimientos
que nos permitan describir, comprender y analizar la estructura microscépica de las células,
tejidos y organos. Procedimientos inmediatos o vitales que Permiten la observacion y el
estudio de protozoarios, células sanguineas, células descamadas o disociadas, células en
cultivo de tejidos; estructuras muy delgadas y translucidas como la membrana peritoneal
de animales pequefios 0 epidermis de vegetales, granos de polen etc. Suspendidas en los
liquidos de su habitat natural o solucidn salina balanceada. Para una observacion optima
suele utilizarse tipos especiales de microscopios foténicos como el de campo oscuro o el de

contraste de fases: observacion al estado fresco.

En ciertos casos, cuando se requiera destacar alguna estructura celular o tisular se pueden
emplear colorantes inocuos para la vida de las células, no modifican la estructura de ellas
ni interfieren en sus funciones. A este procedimiento se le conoce como Coloracion vital
que puede ser de dos tipos: Coloracion intravital, consiste en la administracion de
colorantes vitales a través de las vias digestiva o intratraqueal; mediante inyecciones
sanguineas, linfaticas, subcutanea, o intraperitoneal. Las soluciones de uso mas frecuente
son: tinta china, carmin de litio, azul tripan (particulas colorantes que demuestran la

capacidad fagocitica).

Coloracién supravital, En este procedimiento se emplean colorantes que se aplican a células
0 tejidos provenientes de organismos vivos. Se demuestran: mitocondrias con el verde de
Jano, los granulos de las células cebadas con el rojo neutro, la sustancia
granulofilamentosa de los reticulocitos con el azul brillante de cresyl, ramificaciones
nerviosas con el azul de metileno; o el ADN y el ARN de las células con naranja de

acridina (empleando el microscopio de fluorescencia).
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Técnica Histoldgica

La técnica histologica es el conjunto de procedimientos aplicados para preservar la
estructura y la organizacion de celulas y tejidos (animal y vegetal), a fin de obtener una

preparacién microscépica que permita su examen con un microscopio 6ptico °

Técnica Histoldgica en Tejido Animal

La toma de la muestra en tejido animal, debe ser una manipulacion delicada para evitar su
deformacion, la muestra puede obtenerse de un individuo vivo (biopsia) o muerto

(necropsia), luego se sigue el proceso:

Fijacion: Consiste en sumergir el tejido en sustancias quimicas como pueden ser, formol al
10%, acetona, alcohol absoluto al 96% u 80% entre otros. Con la finalidad de conservar los
tejidos mas parecido posible en su estado in vivo, aumentar la dureza para facilitar el

procesamiento, destruir bacterias y gérmenes para evitar la descomposicién de las células. ®

Deshidratacién: Después que la muestra ha sido fijada se inicia el proceso de
deshidratacion, esto se debe a que gran parte del tejido esta constituido por agua para ello
se aplica una serie de soluciones acuosas en la que va de menor a mayor cantidad de
agentes deshidratantes. Algunos de estos agentes mas comunes son el alcohol etilico o
acetona, se inicia con un alcohol disuelto al 50% y luego con soluciones de 60, 70, 80, 90 y
96% hasta alcanzar de manera simultanea el alcohol al 100%, este proceso debe realizarse
de manera paulatina debido a que si el tejido es colocado directamente en una solucion de
alcohol al 100% el agua saldria muy rapido del tejido y este se deformaria. Algunas de las
ventajas de estas sustancias son: rapidez, endurecimiento no excesivo, toxicidad o

peligrosidad minima, minino riesgo de incendio/ explosién. ’

Aclaramiento: Luego del proceso de deshidratacion el tejido es pasado por una sustancia

gue es misible con el alcohol y con el medio de inclusién a utilizar (parafina fundida) ya
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que la parafina no es soluble en alcohol al 100%. La sustancia mas utilizada suele ser el
xileno o el xilol de manera que se coloca la muestra de tejido en un recipiente de xilol, esto
ocasiona aclaramiento o traslucidez del tejido a consecuencia de que cambia su indice de

refraccion”’

Impregnacion o infiltracion: Se sumerge el tejido en parafina fundida a 60-62°C a fin de
que se infiltre en todos los espacios que estuvieron ocupados por liquidos corporales como
sangre, linfa, espacios intercelulares, intracelulares, para conservar la morfologia del tejido,
asi formando un blogque y de esta manera se puedan obtener cortes suficientemente finos

para ser observados al microscopio.’

Seccion o corte: Una vez endurecido el blogue se procede hacer los cortes en secciones
con un grosor de 3 a 5 micras para permitir el paso de la luz del microscopio éptico, esto se
realiza con un equipo Ilamado micrétomo. Luego de obtener el corte se pasa por un bafio de
flotacion a una temperatura entre 40° se procede a recoger los cortes elegidos
introduciendo verticalmente el portaobjetos en el bafio de flotacidn, hasta tocar la seccién

por uno de sus bordes.?

Secado de las preparaciones histoldgicas: el secado y adherencia de los cortes se realiza
colocando las laminas portaobjetos en la estufa a 60°C durante 45min o dejandolas a 37°C

hasta el dia siguiente.®

Coloracion y montaje: Los cortes todavia no son aptos para su examen con el
microscopio, puesto que los tejidos se hayan infiltrado en parafina y se ven de otro color, la
parafina se elimina en un solvente organico, de nuevo se sumerge en xilol, y la muestra se
rehidrata haciéndolo pasar por un serie de graduaciones decrecientes de alcohol etilico
hasta llegar al agua’

Todos los tejidos de origen animal son incoloros, excepto que contengan algin tipo de
pigmento, en cuyo caso adoptan el color que aquel le proporciona. ElI fundamento de
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cualquier método de tincion, radica en la propiedad que poseen todos los tejidos para
incorporar y fijar de modo variable diversas sustancias llamadas colorantes; por ello un
colorante puede definirse como una sustancia que puesta en contacto con un soporte

adecuado, se une al de forma perdurable trasmitiéndole su color. °

El colorante de rutina en una técnica histologica es la Hematoxilina y eosina de Mayer
Procesamiento:

1. Sumergir los preparados Histotecnologicos en xilol para eliminar los excesos de
parafina.

2. Pasar los preparados por una serie de alcoholes en concentracion decrecientes,
para hidratar la muestra (100%; 95%; 70%) cinco min cada una.

3. Se lava en agua para eliminar el exceso de alcohol.

4. Se sumerge en hematoxilina por 10 min, luego se lava en agua para eliminar el
exceso y se pasa por alcohol acido.

5. Se lava nuevamente.

6. Se sumerge 30 seg en eosina.

7. Se pasa por otra serie de alcoholes, esta vez en orden creciente (70%, 95%,

100%), para deshidratar la muestra y se pueda realizar el montaje.

Finalmente se deja remojar 10 min en xilol, ya que este es a fin con el medio de

montaje lo que permite mejor adherencia. °

Técnica histolédgica en tejido vegetal

La toma de muestra en tejido vegetal, el material es extraido de uno de los 6rganos vivos

de una planta no marchita, existen varias maneras:
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In vivo: Se obtiene la muestra de distintos 6rganos que componen el cuerpo de la planta en
su estado vivo. Se sitda directamente en el porta objetos afiadiendo una gota de agua,

posteriormente se coloca el cubre objeto para ser observado en el microscopio *

Cultivo in vitro: consiste en tomar un trocito de hoja, un embrién, una porcion pequefiita
de tallo (de 0,2 a 1 milimetro) o cualquier otra parte de una planta y ponerla a cultivar en un
tubo de ensayo sobre un medio acuoso nutritivo. Una vez realizado el cultivo dependiendo

del tejido a estudiar se realiza la tincién y el montaje para luego ser observados. *

En fresco: Se obtiene la muestra de un 6rgano vivo vegetal, dependiendo del tipo de
material de estudio la muestra en fresco puede ser fijada e ir directo al corte, a la tincién y
al medio de montaje, o se puede congelar en la camara congeladora del criostato (este
consiste en un micrétomo rotacional dentro de una camara refrigerada a menos 21°), para
ser conservada por largo tiempo; para este proceso la muestra no debe haber sido fijada ni

congelada lentamente. *

Procesamiento tradicional: Las muestras vegetales seran colectadas y llevadas al
laboratorio para ser sometidas al proceso Histologicos. Estas seran fijadas con un fijador
vegetal (alcohol, &cido acético glacial, formaldehido), luego se deshidratara en una serie
butilica, en el aclaramiento se realizaran cinco lavados de xilol de 10ml cada uno, luego
xilol puro por 24h La infiltracion se realizara en parafina o resina (dependiendo del tipo de
muestra ya que es un metodo de inclusion de elevada dureza), posteriormente se cortara con

un micrétomo rotativo o un ultramicrotomo dependiendo del medio de inclusién.

El ultramicrotomo es un equipo disefiado para corte de tejido incluido en resina de tipo
Epon-araldita, se utiliza para microscopia electronica por lo que los cortes se realizan en
nanometros, utiliza cuchilla de diamantes o vidrio; mientras que el microtomo de rotacion
es el mas utilizado ya que su principal caracteristica es la realizacion de cortes seriados. Los
cortes seran teflidos con hematoxilina, azul de toidina y safranina segun sea el caso, por
Gltimo se utilizara un medio de montaje resinoso (flotex). 4
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Semejanzas y diferencias en las técnicas histoldgicas animal y vegetal

La obtencion de muestras de ambos tejidos se emplean de diferentes maneras, ya que para
obtener una muestra de tejido animal se realiza por biopsias y necropsias; en la obtencion
de tejido vegetal el material es extraido de uno de los érganos vivos de una planta no

marchita. 1

Fijacion y deshidratacion: Ambos procesos se realizan de igual forma en tejido animal y
vegetal, a diferencia que en el tejido vegetal solo se utilizan reactivos naturales y en el

animal se pueden emplear reactivos tantos naturales como quimicos. *”

Inclusidn: se puede realizar de igual manera en ambos tejidos, a diferencia que en el tejido
vegetal depende del tipo de muestra, en caso de que sea una estructura dura o que la
muestra se vaya a estudiar por microscopia electronica la muestra vegetal es incluida en
resina, en cambio en tejido animal mayormente se incluye en parafina a menos que la

muestra sea tejido 6seo sin descalificar, que sus estructuras son duras se incluye en resina.
4-7

Corte: En tejido vegetal depende del medio en el que fue incluida y el modo de estudio, ya
que para este tipo de corte se debe utilizar un ultramicrétomo ya que sus cuchillas son de
diamante o de vidrio ademas de cortar secciones en nandémetros esto permite una
extraordinaria finura o delgadez que permite el paso de los electrones para proyectar la
imagen en microscopia electronica. A diferencia que el micrétomo de rotacion realiza
cortes seriados de 3 a 5 micras para permitir el paso de luz del microscopio dptico y es el

més utilizado en los laboratorios de histotecnologia. *”’

Tincion: Para los tejidos animales existe una gran gama de colorantes ya que la

composicion de estos tiende a ser mas sensibles para captar los diferentes colores. A
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diferencia de los tejidos vegetales estos solo captan los colores de la hematoxilina, azul de

toidina y safranina, por tener una composicién mas simple. **°

Montaje: No existen diferencias, en ambos tejidos se pueden realizar montaje con medios

resinosos como el flotex. *°

Observacion: Ambos tejidos pueden ser observados y estudiados tanto en el microscopio

electrénico como en microscopia éptica. *°
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CONCLUSIONES 'Y RECOMENDACIONES

En la actualidad existe muy poca informacion acerca de las técnicas histologicas aplicadas
en la histologia vegetal, a pesar de poseer este un amplio campo de estudio; es por ello que
esta investigacion serd un gran aporte para la formacion del estudiante de la carrera de
Histotecnologia el cual es muy importante conocer los procesos existentes en las referidas
técnicas aplicadas en tejidos vegetales y animal y poder Participar en el proceso de
investigacion cientifica en base a la realizacion de preparados histolégicos que le permitan
contribuir y colaborar con profesionales de la salud en el desarrollo de trabajos de
investigacion en tejidos animal y vegetal., asi de esta manera poder incentivar en el
estudiante la importancia de la histologia vegetal y de esta forma tomar en cuenta el amplio

campo de trabajo que puede tener el Histotecnologo

De igual forma, se recomienda a los estudiantes del area de Histotecnologia investigar y
profundizar sobre el campo de trabajo que se tiene en la botanica y de esta manera darle
mas relevancia a las técnicas aplicadas en la histologia vegetal y estudiar a fondo cada

procedimiento de modo que pueda ser aplicado en un futuro campo de trabajo.

Para concluir se recomienda al personal docente, la ampliacion de la cantidad de practicas

de histologia vegetal impartidas en la universidad de Carabobo.
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