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1 Artefactos

Un artefacto se define como cualquier alteración inde-
seada introducida en una muestra de tejido debido a
las técnicas de procesamiento que se realizan para su
observación. Pueden ser espacios sin tejido, roturas,
pliegues, colores anormales, precipitados, burbujas de
aire, etcétera. En algunas ocasiones son inevitables,
pero en la mayoŕıa de los casos son consecuencia de
un mal procesamiento histológico. Reconocer estas al-
teraciones es esencial para una buena interpretación
y diagnosis de la muestra, especialmente si tratamos
con muestras patológicas.

Los artefactos se pueden introducir en cualquier
paso del proceso histológico, desde la toma de la mues-
tra hasta el montaje para su observación. Vamos
a describir los artefactos cronológicamente según el
momento de la técnica histológica donde pueden ser
introducidos: obtención de la muestra, fijación, in-
clusión, corte, tinción y montaje.

Obtención de la muestra

Numerosos artefactos observados con el microsco-
pio son consecuencia de un proceso de necropsia,
es decir, ha transcurrido un tiempo excesivo entre
el cese del flujo sangúıneo y la fijación del tejido.
Por ejemplo, 3 minutos postmortem son suficientes
para producir expansiones de las vellosidades intesti-
nales. Además, se pierde nitidez en los ĺımites de
las membranas y descamación en epitelios, sobre todo
prismáticos o columnares. Por tanto, hay que procu-
rar que la fijación siga inmediatamente a la extracción
del tejido, y que el tamaño de la pieza no sea muy
grande. En el caso de muestras grandes o animales
pequeños, es recomendable la fijación por perfusión.
A nivel celular, los núcleos parecen haber perdido cro-
matina y tienen un halo azul. Algunos núcleos apare-
cen picnóticos, consecuencia del comienzo de la au-
tolisis. También hay retracciones, espacios vaćıos y
disrupción del citoplasma. El retraso en la fijación
puede ser porque el tejido no ha entrado en contacto
con el fijador, por ejemplo en piezas grandes (un truco
es abrir los órganos huecos como el útero, o el diges-
tivo). También que el volumen de fijador respecto a la
muestra no sea mayor de 1:20. La solución es fijar lo
antes posible, hacer piezas pequeñas y abrir órganos

huecos. Los pulmones se pueden fijar por perfusión
por gravedad. También ayuda a incrementar la ve-
locidad de fijación la agitación de las muestras.

Durante la obtención de las muestras de tejidos es
recomendable evitar deformarla y/o perforarlas du-
rante su manipulación, puesto que estas alteraciones
no pueden ser corregidas durante la fijación (Figura
1). En la extracción de biopsias hay que tener en
cuenta a qué tratamiento se ha sometido previa-
mente a la muestra. Aśı, podemos encontrar restos
de sutura, colorantes que han delimitado la región,
polvos de talco de los guantes, demasiado anestésico,
métodos de obtención que emplean calor, etcétera.
Todo ello puede introducir alteraciones que tendrán
que ser tenidas en cuenta.

Figura 1. Daños provocados durante el proceso de ex-
tracción en la piel.

En algunos casos hay que tener en cuenta la difer-
ente dureza entre partes de la muestra que se quiere
obtener. Se pueden producir roturas o espacios sin
tejido entre las partes duras y las blandas durante la
extracción. Por ejemplo, en las muestras de retina la
dureza de la esclerótica facilita que se desprendan los
segmentos externos de los fotorreceptores del epite-
lio pigmentario (algo similar a lo que se produce en
los desprendimientos de retina), creando un espacio
artefactual.

Fijación

Durante la fijación se pueden producir diversas
alteraciones del tejido consecuencia de una mala
elección del fijador, de la formación de pigmentos de
hematéına o de formalina ácida, de la adherencia de
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las muestras al recipiente de fijación, de una canti-
dad de fijador o tiempo de fijación inadecuados, mues-
tras muy grandes, etcétera. En un tejido bien fijado
los núcleos deben presentar una variedad de patrones
de tinción que se corresponden con la distribución
de la heterocromatina, no debe haber espacios entre
células, el citoplasma se debe teñir bien con la eosina,
no debe haber retracciones celulares.

En la fijación por inmersión se recomiendan piezas
no superiores a 6 mm, siendo el volumen de fijador
unas 20 veces el volumen de la muestra. En histopa-
toloǵıa, el fijador usado normalmente es la formalina
al 10%. La fijación por inmersión debe durar al menos
de 8 a 12 h, aunque se sugiere de 48 a 1 semana de
fijación. Una fijación muy prolongada dificulta la ob-
tención de secciones por endurecimiento del tejido,
pero además puede producir retracciones del mismo.
Es recomendable usar el fijador en soluciones amor-
tiguadoras de pH e iso-osmóticas para evitar posibles
retracciones o expansiones del tejido producidas por el
uso de soluciones hipertónicas o hipotónicas, respec-
tivamente. Un tiempo de fijación excesivo no sólo al-
tera la consistencia del tejido sino también sus carac-
teŕısticas bioqúımicas y reactivas, siendo posible por
tanto los falsos positivos y/o negativos. Se puede pro-
ducir contaminación con herrumbre cuando el frasco
usado para la fijación tiene componentes metálicos,
como puede suceder con la tapa del frasco. Si la fi-
jación es incompleta aparecen los núcleos difumina-
dos, los componentes de los tejidos se pueden separar
fácilmente de la sección durante el estiramiento en
el baño de agua, la morfoloǵıa tisular no se mantiene.
Una fijación incompleta puede deberse a que las mues-
tras estuvieron un tiempo insuficiente, volumen de fi-
jador insuficiente (por encima de 1/20), mala pene-
tración (3 mm máximo de grosor), solución de formol
agotada (se podŕıa cambiar la solución de fijador du-
rante el proceso de fijación).

Por otro lado, la elección del fijador ha de con-
siderar el medio de inclusión, el método de corte
y la técnica de tinción. Por ejemplo, hay fijadores
que no son apropiados para inclusiones en parafina,
como es una elevada concentración de glutaraldeh́ıdo,
tetróxido de osmio, acroléına y otros. Sin embargo,
estos mismos fijadores śı son apropiados para inclu-
siones en resinas.

Deshidratación-Inclusión

Si tras la fijación se ha de retallar la muestra para
su inclusión hay que evitar que queden restos de tejido
no deseado en la muestra a incluir. Las muestras con
partes que pueden desprenderse han de procesarse por
separado para evitar que un bloque contenga tejidos
de muestras diferentes.

La inclusión en parafina siempre tiene un paso pre-
vio de deshidratación, puesto que la parafina no es
hidrosoluble. Esto paso implica sustituir el agua de
la muestra por alcohol, éste por la sustancia aclarante
(normalmente xileno) y ésta última por la parafina.
Si el agua permanece en el tejido, la parafina no pen-
etrará y la inclusión será defectuosa (Figura 2). Los
alcoholes pierden gradación por la incorporación de
agua de la atmósfera y de las propias muestras. Por
ello, siempre que sea posible, se han de usar alcoholes
recién preparados o con pocos usos. En caso de encon-
trarnos defectos que supongamos consecuencia de una
mala deshidratación, las muestras pueden volver a la
estufa para licuar la parafina, aclarante, e hidratarse
de nuevo, y aśı hacer una nueva inclusión.

Si la deshidratación no es adecuada pueden for-
marse cristales del fijador que permanecen en el tejido.
Además, la presencia de restos de agua en la mues-
tra acarrea problemas de corte, provoca a una mala
tinción de esa zona y resulta en una mayor opacidad
del tejido. Pero si la deshidratación es excesiva en el
tiempo, los tejidos se pueden volver frágiles y duros, lo
que puede interferir con el proceso de corte y con los
colorantes. Problemas por exceso de deshidratación:
aparecen las secciones como persianas causadas por
la cuchilla en el borde de la muestra y roturas en las
células tipo persiana.

Es muy importante que las muestras no se sequen
durante la deshidratación, especialmente en el paso de
la sustancia de aclarado. De lo contrario, se pueden
crear y retener burbujas de aire en la muestra que
luego aparecerán como zonas comprimidas de tejido
rodeando a espacios vaćıos. Si el tiempo en el ĺıquido
aclarante ha sido largo, se producen retracciones del
tejido.

Si la inclusión en parafina no fue buena, las sec-
ciones se estirarán muy rápidamente cuando se colo-
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can en el baño con agua caliente, lo que puede provo-
car que las estructuras tisulares se separen unas de
otras, como ocurre con epitelios, cart́ılagos, etcétera.
También pueden aparecer grietas. La mala infil-
tración de la parafina puede estar causada por una
mala fijación, deshidratación, aclarado o tiempo in-
suficiente en la propia infiltración.

Figura 2. Imágenes de retina. A) Una deficiente deshidrat-
ación provoca densidades diferentes que al cortar provoca
la separación de los tejidos con diferente consistencia.
B) La inclusión fue adecuada y los tejidos permanecen
guardando su organización inicial.

Trazas de los ĺıquidos de deshidratación y aclarado
en la muestra incluida pueden llevar a secciones con
arrugas, que no se estirarán durante el estiramiento
con calor, ni cuando se monten en el portaobjetos.
Además, esta porción del tejido se teñirá más intensa-
mente puesto que los colorantes tienen acceso al tejido
por las dos superficies, y pueden quedar retenidos en
el pliegue.

Si el medio de inclusión es más duro que la muestra
se producen arrugas y grietas. Hay que tener espe-
cial cuidado cuando se manipulan las muestras con
pinzas calientes durante el proceso de inclusión, estos
instrumentos no deben estar sobrecalentados.

Corte

Una mala sujeción de la cuchilla o de cualquier otra
pieza del microtomo puede llevar a secciones con difer-
ente grosor en diferentes partes de la muestra, o in-
cluso a la pérdida de la muestra. También cuando el
ángulo de inclinación de la cuchilla no es adecuado o
la cuchilla no está bien afilada. El ángulo de incli-
nación posible de la cuchilla en los microtomos mod-
ernos puede oscilar entre 10 y 15 grados. Si el ángulo
es muy agudo la cuchilla comprime el tejido, normal-
mente donde el tejido es más blando. Igual com-
presión y arrastre del tejido ocurre en cuchillas mal
afiladas.

Cuando se selecciona un grosor de corte muy del-
gado las secciones pueden salir arrugadas y a veces
no es posible estirarlas en el agua. Se pueden pro-
ducir secciones incompletas por una mala inclusión
o porque se ha elegido un grosor de corte muy del-
gado. Si la cuchilla está mellada se producen roturas
estriadas en las secciones (Figura 3). Conviene que la
muestra esté completamente rodeada por medio de in-
clusión para que la cuchilla no “ataque” directamente
a la muestra, lo cual podŕıa deformarla o dañarla.

Figura 3. Estŕıas producidas en el corte por una cuchilla
mellada.
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Estiramiento de los cortes

El agua que se emplea para estirar los cortes
debe ser destilada, para que al evaporarse no queden
cristales, y limpia para que no haya restos extraños.
Además, durante el secado de los cortes, deben pro-
tegerse del polvo y part́ıculas.

Cuando la temperatura del agua es muy alta o muy
baja pueden generarse grietas en las secciones. Si
está muy alta se producen expansiones del tejido y
pueden aparecer núcleos picnóticos y burbujas nucle-
ares. También hay que tener en cuenta la distribución
de las secciones para evitar que se solapen o se ar-
ruguen por falta de espacio durante el estiramiento
(Figura 4).

Figura 4. Zona muscular de delf́ın cercana al páncreas.
Pliegues del tejido muscular, que se observan a ambos la-
dos de una arteria, formados por no extender los cortes de
manera correcta.

Los portaobjetos tienen que estar completamente
limpios y sin restos de ningún tipo. Si los portaob-
jetos se han cubierto con el adherente en el propio
laboratorio (son muy comunes los portaobjetos recu-
biertos con gelatina y alumbre de cromo y potasio), se
ha de tener especial cuidado en que no se produzcan
grumos de la solución sobre el portaobjetos cuando se
está secando en la estufa. Además, la solución debe
ser transparente y, una vez sumergidos los portaob-

jetos, deben escurrirse muy bien. Por otra parte, si
la calidad del adherente usado no es buena, los cortes
podŕıan desprenderse total o parcialmente del por-
taobjetos durante el procesado posterior.

Tinción

La eliminación de la parafina debe ser completa
antes de la tinción porque los restos de parafina pro-
ducen mala penetración de los colorantes, alterando
la calidad de la tinción.

Las soluciones de colorantes han de estar limpias
de microorganismos y filtradas para evitar artefactos
como cristales o precipitados de colorante (Figura 5).
Es una buena práctica filtrar la solución del colorante
antes de su uso.

Cuando se tiñen las muestras añadiendo gotas de
colorante sobre las secciones, no sumergiendo el por-
taobjetos en la solución, hay que procurar que todo
el corte quede cubierto y que no se seque la solución
durante el tiempo de tinción para que la coloración
sea homogénea y aśı evitar precipitados de colorante
por evaporación local.

Los artefactos más frecuentes producidos durante la
tinción suelen deberse a un aclarado incompleto del
colorante y a la precipitación de cristales de colorante
en el tejido. En algunos casos es necesario adaptar
el tiempo de tinción a las caracteŕısticas de la mues-
tra (grosor, dureza, etc.), para que el tejido se tiña
adecuadamente.

Montaje

Una vez teñidas las secciones, la deshidratación ha
de ser completa para evitar la aparición de gotitas
de agua en el medio de montaje (Figura 6). Si esto
ocurre, se puede solucionar sumergiendo otra vez las
secciones en el aclarante, alcohol absoluto y en alco-
holes de gradación decreciente, hasta su hidratación,
y repitiendo la deshidratación en mejores condiciones
(soluciones nuevas, alargar tiempos, etc.). Sin em-
bargo, en algunos casos el tiempo en alcohol deter-
mina el grado de tinción, por los que habŕıa que volver
a pasar de nuevo por las soluciones de colorantes.

El cubreobjetos tiene que estar limpio y hay que
manipularlo cogiéndolo por los bordes. Además, no

Atlas de la Universidad de Vigo



Técnicas histológicas. Ampliaciones. 5

Figura 5. Tejido cartilaginoso con precipitados de eosina.
Esto se debe a no haber filtrado el colorante.

deben quedar burbujas de aire durante el montaje y
hay que tener cuidado con la cantidad de medio de
montaje a utilizar: si es poco podŕıa no cubrir toda
la sección cuando se evapore el aclarante. Si se añade
un exceso de medio de montaje se generará una capa
tan gruesa que no se podrán utilizar objetivos de gran
aumento, como el de 100x. Estos objetivos tienen una
distancia focal muy corta, es decir, las lentes de estos
objetivos deben estar muy próximas a la muestra para
poder enfocarla. y el aumento del espesor normal del
medio de montaje se lo impedirá. Del mismo modo,
debe usarse un medio de montaje lo más parecido a
cómo se obtuvo de la casa comercial puesto que con
el tiempo los medios de montaje suelen perder el dis-
olvente y se vuelven más viscosos. Esto hace que sea
más dif́ıcil conseguir una capa delgada y por tanto
estamos en el mismo problema mencionado anterior-
mente.

El corte no se debe secar una vez que sale del
aclarante y antes de añadir el medio de montaje
puesto que se pueden generar burbujas (Figura 7).
Si, tanto el portaobjetos como el cubreobjetos, se en-
sucian por sus caras exteriores durante este proceso
por un exceso de medio de montaje (lo cual dificul-
taŕıa la visualización de la muestra en el microsco-

pio), éste se puede eliminar lavando cuidadosamente
la preparación con aclarante o limpiándolo con una
cuchilla afilada.

Figura 6. Este artefacto se observa cuando se realiza una
mala deshidratación del corte ya teñido. El agua acumu-
lada impide la entrada del medio de montaje.

Figura 7. Durante el proceso de montaje final pueden
quedar burbujas de aire entre el tejido y el cubre-objetos.
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Consejo general

Antes de realizar cualquier técnica histológica se
deben hacer pruebas con diferentes tiempos de fi-
jación, deshidratación, inclusión y tinción. Aunque
hay establecidos unos tiempos estándar para cada uno
de estos procesos hay que considerarlos orientativos
porque cada tejido reacciona de diferente manera ante
los distintos procedimientos histológicos.

Bibliograf́ıa

Jimson S. Malathi L, Kumar GMK, Balachander N.
2016. Artefacts in histologycal section. Biomedical
and pharmocology journal. 9: 843-845.

McInnes E. 2005. Artefacts in histopathology.
Comparative clinical pathology. 13: 100-108.
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2 Hematoxilina

La hematoxilina es un colorante natural que se obtiene
de la madera del árbol Haematoxylum campechianum.
El nombre deriva del griego: haimatos: sangre y xy-
lon: madera. La hematoxilina que se compra proviene
directamente de estos árboles que son originarios de
América Central y del Sur. Aunque se ha conseguido
sintetizar en el laboratorio, su producción sigue siendo
natural. Para su obtención se astilla la madera y se
hierve. Se obtiene una solución rojiza que luego se
vuelve amarilla, y posteriormente negruzca cuando se
vuelve a enfriar. El agua se evapora dejando la hema-
toxilina cruda con una pureza que puede llegar al 10
%. Es necesario purificar posteriormente con éter, se-
car y volver a cristalizar en ambiente acuoso.

Como colorante fue introducido independiente-
mente por Böhmer (1865), quien la usó con el añadido
de un mordiente, y Fischer (1875). Wossowzky (1876)
introdujo la mezcla hematoxilina y eosina en un
mismo protocolo de tinción.

El colorante no es realmente la hematoxilina sino la
hematéına, la cual se consigue durante la preparación
del colorante mediante la oxidación qúımica de
la hematoxilina (Figura 8), aunque también se
puede obtener por oxidación del ox́ıgeno atmosférico
dejándola madurar durante 6 a 8 semanas. El yodato
sódico es el agente oxidante más comúnmente usado
(0.2 g oxidarán a 1 g de hematoxilina). Otros son la
iodina, el peróxido de hidrógeno, óxido de mercurio
o el permanganato potásico. Esta oxidación contin-
uará por la acción atmosférica y si el colorante es muy
viejo se puede producir una sobreoxidación que resul-
tará en malas tinciones. Esta tasa de oxidación ele-
vada se puede reducir añadiendo glicerol o un alcohol
a la solución. Durante la preparación habitual del col-
orante se añade la mitad del oxidante necesario para
oxidar toda la hematoxilina de la solución, por lo que
con el tiempo se irá produciendo más hematéına sin
riesgo de sobreoxidación, y el colorante se podrá usar
durante mucho tiempo. La hematéına no se vende
directamente en soluciones de heamatéına porque es
muy inestable.

Tras añadir yodato sódico, el oxidante más em-
pleado, se puede hervir y acelerar la oxidación, tanto

que se pueden usar en cuanto se enfŕıe a solución. La
ebullición no es necesaria puesto que se puede con-
seguir el mismo resultado a temperatura ambiente du-
rante unos pocos d́ıas.

La hematéına en solución tiene un color rojo a pH
menor que 1, amarilla a un pH entre 1 y 5, y vi-
oleta a un pH por encima de 6. La hematéına no
tiñe por śı sola, sino que necesita iones metálicos car-
gados negativamente, y que actúan como mordiente.
Normalmente estas sales son de aluminio (como el
alumbre de amonio o de potasio) o de hierro (cloruro
férrico o alumbre de hierro). Las soluciones que con-
tienen alumnio y hematéına se llama hemalumbre.
Otros mordientes menos frecuentes son el alumbre de
cromo, y sólo en casos especiales se añade iones de
plomo, cobre, zirconio, ácido fosfotúngstico o ácido
fosfomoĺıbdico. La cantidad de iones ha de ser mayor
que la de hematéına y debe ser una solución acidi-
ficada. La hematoxilina con mordiente de aluminio
se usa para resalta núcleos, los mordientes de hierro
permiten teñir núcleos en ambientes ácidos y para re-
saltar las estŕıas musculares. Con ácido fosfotúngstico
se usa para destacar las estŕıas musculares, fibrina y
fibras gliales. El color de la tinción con hematoxilina
se puede cambiar mediante su combinación con los
mordientes. Aśı, cuando se mezcla con alumbre de
aluminio se consigue un color azul, el alumbre de hi-
erro da un color negro y las sales de estaño dan un
color rojo. Las soluciones de hematoxilina de hierro
no necesitan la adición de agentes oxidantes puesto
que las sales de hierro funcionan tanto como mordi-
ente como agente oxidante.

La tinción con hematoxilina puede ser progresiva o
regresiva. Se prefiere normalmente una tinción pro-
gresiva, pero si se ha sobreteñ́ıdo se puede corregir con
alcohol de 70º o 95º, con un poco de ácido cloŕıdrico.
También se puede usar una solución acuosa acidifi-
cada, pero el proceso es más lento. La sobretinción se
puede prevenir añadiendo a la solucion de colorante
más aluminio o acidificándola más. El hemalumbre
cambia de color marrón a azul a pH 6, esa es la razón
por la que las secciones se ponen en agua del grifo tras
el paso por la solución de tinción.

La hematéına-hierro da un color mucho más os-
curo. En la hematoxilina de Heidenhain la hematéına
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Figura 8. Conversión de hematoxilina en hematéına

y el hierro se aplican secuencialmente obteniendo
una gran variedad de estructuras teñidas por difer-
enciación. Esta hematoxilina es recomendada cuando
se aplican soluciones ácidas posteriores puesto que la
tinción del núcleo es muy fuerte. Además, es una
tinción progresiva.

Bibliograf́ıa

Kiernan JA. 2008. Histological and histochemi-
cal methods. Theory and Practice. Scio Publix-
hing limited 4th Edition. Oxfordshire.UK. ISBN:
9781904842422.

Llewellyn BD. 2013. Hematoxylin formulae. Stain
files. http://www.stainfile.info.
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3 Tabla de colorantes

Los colorantes son sustancias que se emplean para dar
color a las estructuras que componen los tejidos an-
imales y vegetales, es decir, para teñir las células, y
sus compartimentos, y la matriz extracelular. Hay
un número muy elevado de colorantes que se emplean
en los laboratorios de histoloǵıa con usos diversos, lo
que depende de lo que queramos observar en nues-
tra preparación. Los colorantes se eligen en función
de su color, forma y peso molecular, solubilidad y su
capacidad para reaccionar con moléculas del tejido.

Los colorantes pueden ser previsibles en cuanto a
qué estructuras van a teñir y con qué color lo van a
hacer si consideramos su naturaleza qúımica. Aśı, si
tenemos en cuenta su carga eléctrica, que se puede
deducir de su estructura molecular, podemos clasifi-
carlos en catiónicos o básicos que teñirán el núcleo

(el ácido desoxirribonucleico) y carbohidratos ácidos,
aniónicos o ácidos que teñirán el citoplasma y matriz
extracelular. Mientras que los colorantes no carga-
dos pueden ser reactivos que tiñen una gran variedad
de estructuras, los liposolubles que tiñen depósitos
liṕıdicos y los mordientes que tiñen principalmente
mielina y núcleos. El tamaño de la molécula y su
capacidad para formar agregados es a veces impor-
tante por la diferente capacidad de penetración en el
tejido. Por ejemplo, se pueden usar dos colorantes
aniónicos con diferente tamaño para teñir estructuras
diferentes.
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4 Desenmascaramiento de ant́ıgenos

Éste un resumen del trabajo fin de grado de Clara
Leboreiro Babé, defendido en 2017 en la Universidad
de Vigo.

Numerosas enfermedades son detectadas y evalu-
adas mediante técnicas inmunohistoqúımicas. La cal-
idad de los resultados de estas pruebas es a menudo
esencial para tomar una decisión sobre el tratamiento
o el estadio en el que se encuentra dicha enfermedad.
Una de las precauciones a la hora de emplear técnicas
inmunohistoqúımicas es tener en cuenta la posible al-
teración de los ant́ıgenos debido a la fijación y proce-
samiento de los tejidos.

En la mayoŕıa de los laboratorios de patoloǵıa
cĺınica se procesan los tejidos mediante la fijación
en formol y posterior inclusión de los mismos en
parafina. Este fijador es una disolución acuosa
de formaldeh́ıdo, normalmente a una concentración
del 4 %. Se ha demostrado que el formaldeh́ıdo
provoca numerosas y complejas reacciones entre las
protéınas del tejido, principalmente enlaces cruzados
entre dichas protéınas (Figura 15). La fijación exce-
siva en paraformaldeh́ıdo daña muchos ant́ıgenos. El
fijador crea enlaces entre protéınas que cambian la
organización tridimensional por lo que puede ocurrir
que los epitopos, zonas de unión del anticuerpo, que-
den ocultos o enmascarados. Normalmente se consid-
era que un tejido está sobrefijado cuando se mantiene
en fijador más de 24 horas. En soluciones acuosas el
formaldeh́ıdo forma metileno hidratado que reacciona
con una gran cantidad de cadenas laterales de las
protéınas para formar grupos reactivos hidroximetilo,
los cuales se unen a otras protéınas presentes en el
tejido formando puentes de metileno. Las cadenas
laterales de las protéınas que presentan mayor reac-
tividad con este compuesto contienen los aminoácidos
cistéına, lisina, histidina y tirosina.

Las protéınas entre las que se producen los enlaces
cruzados incluyen algunas que actúan Las protéınas
entre las que se producen los enlaces cruzados in-
cluyen algunas que actúan como ant́ıgenos y que se
emplean en la detección de numerosas patoloǵıas me-
diante técnicas inmnunohistoqúımicas. Estos enlaces

impiden en ocasiones que el anticuerpo pueda recono-
cer a la protéına porque los sitios de unión o epitopos
quedan enmascarados. Como consecuencia se pueden
generar falsos negativos en los resultados, es decir, se
dan casos en los que el ant́ıgeno se encuentra en el
tejido y debido a este enmascaramiento antigénico no
se detecta inmunohistoqúımicamente.

Además de las modificaciones descritas, la for-
mación de complejos de calcio, la modificación de
la conformación de las protéınas y la variación de
la carga electrostática de las mismas se consid-
eran fenómenos causantes de enmascaramiento de
ant́ıgenos por efecto del formol. Se cree que las
modificaciones proteicas se producen en la cadena
aminoaćıdica, o estructura primaria de la protéına,
siendo menos relevante las alteraciones en las es-
tructuras secundarias y terciarias, aunque en oca-
siones también se pueden modificar estas últimas al-
terándose de este modo los epitopos conformacionales.
La unión ant́ıgeno-anticuerpo depende sobre todo de
fuerzas electrostáticas y la fijación con formaldeh́ıdo
modifica también la carga electroestática superficial
del ant́ıgeno completo y del epitopo espećıfico a de-
tectar, impidiendo la interacción ant́ıgeno-anticuerpo.

Los enlaces cruzados formados por el formaldeh́ıdo
son estables a ciertos niveles de pH, temperatura y
según el medio en el que se encuentre el tejido. Sin
embargo, tienen la particularidad de ser reversibles y
si estos factores son modificados se podŕıan romper
dichos enlaces y los epitopos de interés quedaŕıan ex-
puestos. El proceso por el que se consigue desenmas-
carar los epitopos para ser reconocidos por anticuer-
pos se conoce como recuperación de ant́ıgenos o re-
cuperación antigénica. La recuperación de ant́ıgenos
se podŕıa llevar a cabo mediante la eliminación de
barreras moleculares que impiden el reconocimiento
del ant́ıgeno por parte del anticuerpo; de este modo
la técnica de recuperación antigénica revertiŕıa la
mayoŕıa de las modificaciones generadas por la fi-
jación, restableciéndose una conformación proteica
casi idéntica a la original, restaurando la carga elec-
trostática de las protéınas y recuperando su in-
munoreactividad previa a la fijación con formol.

La recuperación antigénica ha mejorado la técnica
inmunohistoqúımica para su uso en el diagnóstico de
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Figura 15. Esquema de las reacciones del formaldeh́ıdo durante su proceso de fijación. A: Formación de radicales de
hidroximetilo. B) Formación de grupos imina (base de Schiff). C) Formación de un puente de dimetilo entre dos protéınas.

patoloǵıas. Se definen dos etapas en la historia del
empleo de la inmunohistoqúımica en histoloǵıa, pre-
antigen-epitope retrieval y post-antigen-epitope re-
trieval, debido a la importancia que supuso su in-
troducción en los laboratorios. El formol es el fi-
jador más común en la mayoŕıa de los laboratorios de
anatomı́a patológica, aśı como en los bancos de teji-

dos, y en ambos casos es habitual realizar el proceso
de desenmascaramiento antigénico antes de emplear
inmunohistoqúımica en los tejidos. Una ventaja adi-
cional que conlleva el uso de esta técnica es que con-
sigue un menor umbral de detección del ant́ıgeno, per-
mitiendo emplear diluciones mayores de anticuerpo;
esto, además de suponer una ventaja económica, re-
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duce el ruido de fondo y se aumenta la señal del mar-
caje. Los tejidos que se encuentran en los denom-
inados bancos de tejidos han adquirido un enorme
valor gracias al uso de esta técnica, ya que se posi-
bilita que tejidos fijados décadas atrás y en diferentes
laboratorios se empleen para investigaciones cĺınicas.
Además, es posible la combinación de la técnica de re-
cuperación de ant́ıgenos junto con la proteómica para
la búsqueda y uso de biomarcadores en medicina per-
sonalizada.

Debido a que la formación de puentes cruzados por
el formol depende en gran medida de la estructura pri-
maria de las protéınas, la recuperación antigénica va
a estar determinada por la secuencia de aminoácidos
de cada ant́ıgeno. Se ha demostrado que determi-
nados ant́ıgenos necesitan de unas condiciones es-
pećıficas para su recuperación. Algunos ant́ıgenos
precisan ser recuperados para poder detectarse en
una tinción inmunohistoqúımica, mientras que para
otros ant́ıgenos la técnica de recuperación antigénica
no es esencial para su detección pero su aplicación
aumenta la señal de marcaje. En algunos casos la re-
cuperación antigénica ha dado lugar a falsos positivos,
pero también a falsos negativos, por lo que el correcto
ajuste de las condiciones de recuperación es de vi-
tal importancia. Esto significa que una aproximación
incorrecta a la técnica de recuperación de ant́ıgenos
puede no mejorar la señal de marcaje, e incluso dis-
minuir la misma. Por tanto, es recomendable elaborar
un protocolo de recuperación de ant́ıgenos particular
para el ant́ıgeno en el que se esté interesado.

1. Métodos de recuperación

El origen de la técnica de recuperación de ant́ıgenos
consistió en hervir secciones de tejido en agua. Pos-
teriormente se comenzaron a emplear tampones en
sustitución del agua con el fin de mantener la con-
formación de las protéınas. A d́ıa de hoy, hay una
gran diversidad en cuanto a métodos de recuperación
antigénica que combinan el uso de diversas fuentes
de calor, tampones y actividad enzimática. El desen-
mascaramiento por calor es el método más usado. La
actividad enzimática se emplea como un método alter-
nativo cuando hay que desenmascarar ant́ıgenos que
puedan perder antigenicidad si son expuestos al calor,
como las citoqueratinas. Las proteasas más usadas

son tripsina, proteinasa K, pepsina, pronasa, ficina, y
otras.

Los métodos de recuperación de ant́ıgenos se divi-
den según se aplique calor, en cuyo caso se emplean
las siglas HIER (Heat-Induced Epitope Retrieval), o
si se basa en el uso de enzimas proteoĺıticas, conocido
como PIER (Proteolytic-Induced Epitope Retrieval).

Método por calor

El método HIER es el más común, con variaciones
en cuanto a las fuentes de calor utilizadas. HIER
ha revolucionado la imunocitoqúımica en los labo-
ratorios de patoloǵıa porque ha permitido detectar
un número asombroso de ant́ıgenos que antes no se
pod́ıan estudiar. Teóricamente el calor rompe los en-
laces credos por el formaldeh́ıdo, aunque todav́ıa no
está claro cómo funciona. La mayoŕıa de los inves-
tigadores utilizan el microondas o un recuperador de
ant́ıgenos de funcionamiento similar a un autoclave.
Como alternativa, se puede emplear un baño caliente
o una estufa. Cada fuente de calor presenta una se-
rie de ventajas y desventajas (Tabla 1). Es curiosos
que las fijaciones por alcohol, que en teoŕıa no van
a formar enlaces, también parecen beneficiarse por el
desenmascaramiento por calor.

El aparato más usado para desenmascarar
ant́ıgenos por calor son los autoclaves o las ollas a
presión. En estos aparatos se pueden conseguir tem-
peraturas mayores a los 100 grados sin que ebulla el
ĺıquido, y aśı el tiempo de calentamiento es más corto.
Un tiempo de unos 8 a 10 minutos a máxima temper-
atura (110-120 ºC) suele ser óptima. Variaciones de
1 a 2 minutos, aśı como el tiempo de enfriamiento,
pueden afectar a los resultados. Hay que tener en
cuenta que el uso de ollas a presión parece aumentar
la reactividad de la biotina endógena. Esto puede
dar lugar a falsos positivos. Por ejemplo, la piruvato
carboxilasa de las mitocondrias tiene 4 moléculas de
biotina, luego artefactos se pueden dar en células
metabólicamente activas. Por eso es importante
siempre hacer un control negativo quitando el primer
anticuerpo. Parece que las soluciones urea potencian
estos artefactos, mientras que son menos evidentes
con el tampón Tris.

El microondas es otro aparato que se emplea para
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Figura 16. Resumen de las caracteŕısticas más importantes de las fuentes de calor comúnmente empleadas en el método
HIER.

producir calor puesto que es rápido y el calor se pro-
duce incluso dentro del tejido, útil para muestras
grandes. El problema del uso de los microondas es que
cada aparato tiene su ”personalidad” y estandarizar
resultados debe hacerse en cada laboratorio de forma
individual. Otro aspecto a tener en cuenta es que la
cantidad de volumen introducido afecta a la velocidad
de calentamiento por lo que es bueno colocar siempre
el mismo volumen, independientemente del número
de muestras. Los microondas tienen la desventaja de
que puede producirse un calentamiento irregular y que
una base giratoria es imprescindible. Además, hay
que realizar un control visual para evitar ebulliciones
violentas del ĺıquido, lo que lleva a que tengamos que
rellenar los medios de incubación, con la consiguiente
alteración del mantenimiento de la temperatura.

Los principales factores que afectan a la recu-
peración de ant́ıgenos en el método HIER son la tem-
peratura y el pH de la solución tampón en la cual se
sumerge el tejido durante el proceso de recuperación
antigénica. El efecto de la temperatura depende de
dos variables, la temperatura alcanzada y el tiempo
de exposición al calor. A medida que aumenta la tem-
peratura alcanzada se debe disminuir el tiempo de ex-
posición, y viceversa. Por otra parte, la composición
del tampón no parece tener tanta importancia como
su pH. Aśı, determinados ant́ıgenos se recuperan con
mayor facilidad a pH básicos mientras que otros pre-
cisan de pH ácidos. El tampón que se suele usar en pH
ácidos es el tampón citrato, mientras que a pH básicos
es más común el tampón Tris. Ejemplos de soluciones
empleadas son: tampón citrato pH 6, EDTA 0.1 M pH
8, Tris 0,5 M pH 10, tampón cloŕıdrico-glicina 0.05
M, 01 % de ácido peryódico, varias concentraciones
de urea, soluciones de tiocianato de plomo, etcétera.

Se ha estudiado el efecto que podŕıa tener el cal-
cio en la recuperación antigénica ya que su pres-
encia en los tejidos parece promover el enmas-
caramiento antigénico, mediante la formación de com-
plejos moleculares en los que participa el calcio
endógeno durante el procesamiento del tejido. Para
tratar de solucionar este problema son numerosos los
estudios que emplean EDTA como componente de los
tampones en la recuperación antigénica. El EDTA es
un compuesto que se emplea como quelante de calcio
con el fin de eliminar el calcio presente en el tejido.
Sin embargo, hay controversia respecto al papel que
podŕıa tener este elemento pues algunos resultados
sugieren que el EDTA no afecta a la recuperación
antigénica de determinados ant́ıgenos.

Método por enzimas

En el método PIER las enzimas más comunes son
la proteinasa K y la tripsina, las cuales degradan los
puentes metileno. La duración de la aplicación en-
zimática debe ajustarse en función del tiempo de fi-
jación al que ha estado sometido el tejido. Debido a
que un tiempo inadecuado de exposición a la actividad
enzimática puede dañar el tejido no es un método em-
pleado en muchos laboratorios. Se ha sugerido la uti-
lización combinada de ambos métodos, PIER y HIER,
en aquellos casos en los que no se obtienen buenos
resultados empleando uno de estos dos métodos por
separado.

2. Evaluación

La evaluación de una tinción inmunohistoqúımica
mediante métodos cuantitativos no está muy exten-
dida a d́ıa de hoy, pues todav́ıa se siguen evaluando
las tinciones por observación directa al microscopio,
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es decir, cualitativamente. El análisis de imagen per-
mite una evaluación cuantitativa de una imagen dig-
ital. Depende de dos factores: los equipos para la
adquisición de imágenes digitales y los programas de
análisis de imagen. A continuación se describen los
aspectos a tener en cuenta:

Adquisición de imágenes. Éstas pueden ser
tomadas en escala de grises o en formato RGB. Se
deben tener en cuenta los efectos que compensan las
cámaras digitales como la compensación de color, ilu-
minación, balance de blancos y óptica del microsco-
pio. Por tanto, las condiciones de captura de imágenes
han de ser exactamente iguales para todas las mues-
tras.

Tipo de sensor de la cámara. Existen dos tipos
de sensores, los CCD (Charge Coupled Device) y
los CMOS (Complementary Metal Oxide Semicon-
ductor). La tecnoloǵıa de los CCD es más avan-
zada, se considera superior y más adecuada para el
análisis cient́ıfico de imagen ya que los ṕıxeles son más
grandes. Además, los equipos con tecnoloǵıa CMOS
normalmente generan imágenes con más ruido, espe-
cialmente cuando se trabaja con fluorescencia. For-
mato de imagen. Determinados formatos de imagen
comprimen las fotograf́ıas perdiendo calidad y, por
lo tanto, información. La calidad de la imagen de-
pende también de su resolución. Por tanto, hay que
encontrar el balance entre el grado de compresión y
el tamaño de la imagen.

Análisis de imagen. Para analizar una imagen
digital tomada de un tejido procesado inmunohis-
toqúımicamente se presupone que hay una relación
directa entre la señal y la cantidad de ant́ıgeno, y que
por lo tanto una mayor intensidad de tinción corre-
sponde con una mayor concentración antigénica. A
pesar de que el análisis de imagen reduce el error a la
hora de evaluar una tinción inmunohistoqúımica, es
necesario que las muestras a comparar sigan exacta-
mente el mismo protocolo antes de tomar la imagen
digital: recolección, fijación, inclusión, tratamiento de
recuperación de ant́ıgenos, e inmunotinción. De otra
manera se pueden obtener resultados erróneos.
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5 Aclarado de tejidos

En histoloǵıa y organograf́ıa es necesario observar es-
tructuras tisulares en su contexto para obtener una
información que es dif́ıcil de obtener a partir de sec-
ciones. Por ejemplo, la morfoloǵıa de una red capilar,
el patrón de ramificación de un axón de una neurona,
la organización de la nefronas en un riñón o la ex-
presión de un gen durante el desarrollo embrionario.
La observación microscópica de muestras grandes se
enfrenta a varios problemas. La calidad de la obser-
vación histológica con microscopios ópticos está lim-
itada en gran manera por la pobre penetración de
la luz a través de los tejidos, lo que hace que éstos
sean en su mayoŕıa opacos, o al menos translúcidos.
Además, los tejidos están compuestos por diversas es-
tructuras y moléculas que tienen diferente ı́ndice de
refracción, es decir, que tienen propiedades ópticas
diferentes. Cuando la luz tiene que atravesar estruc-
turas con diferentes ı́ndices de refracción se produce
dispersión de la luz. Por último, en los tejidos hay
sustancias que absorben la luz como son los grupos
hemo, la melanina y otros pigmentos.

Hay dos maneras de reducir los problemas de
absorción y dispersión de la luz por las muestras
biológicas, sobre todo cuando queremos estudiar de-
talles a nivel celular: hacer secciones histológicas de
poco grosor o cambiar las propiedades ópticas de los
tejidos mediante su aclarado.

Las secciones histológicas proporcionan una infor-
mación bidimensional de una estructura que es tridi-
mensional. Hay una regla en histoloǵıa que nos dice
que cuanto a más aumentos queremos observar una
preparación, más delgada ha de ser la sección. La
nitidez aumenta en las secciones delgadas porque la
luz ha de atravesar menor cantidad de tejido. Aśı,
hay aparatos para hacer cortes gruesos (¿30-50 µm),
cortes finos (2 - 10 µm) y semifinos (¡1 µm). Actual-
mente existen las técnicas y programas informáticos
que son capaces de reconstruir estructuras tridimen-
sionales a partir de secciones. Este proceso es tedioso
y consume mucho tiempo, pero se ha aplicado con
éxito en diversos estudios. Sin embargo, se necesita
de una infraestructura cara y compleja que impide su
adopción por laboratorios no especializados. También

se pueden observar muestras relativamente gruesas
con los microscopios multifotón, los cuales pueden
conseguir imágenes ńıtidas a cientos de micras de pro-
fundidad. Aún aśı, a veces es necesario estudiar tridi-
mensionalmente muestras más gruesas.

El aclarado de los tejidos es un procedimiento para
cambiar las propiedades ópticas del tejido que nos per-
mite observar ńıtidamente estructuras en zonas pro-
fundas de muestras gruesas. Su principal efecto es
reducir la dispersión y la absorción de la luz por el
tejido. En general el proceso consiste en eliminar
ĺıpidos, pigmentos y otras sustancias que dificulten
el paso de la luz, y sustituir el agua por un medio con
un ı́ndice de refracción homogéneo en toda la muestra,
de modo que haya menos dispersión luminosa. Con
técnicas de aclarado es posible observar estructuras
tisulares en muestras muy gruesas. Estas técnicas se
usan cuando se necesitan observar muestras de varios
mm o incluso cm de grosor.

El proceso general que ha de seguir el tejido es fi-
jación, permeabilización, decoloración de estructuras
pigmentadas, homogeneizar el ı́ndice de refracción.
La fijación es esencial y debe ser más fuerte puesto
que el tejido será sometido a un estrés qúımico mayor.
Se pueden usar los fijadores paraformaldeh́ıdo, glu-
taraldeh́ıdo y derivados de la acrilamida. La per-
meabilización es necesaria para que penetren en la
muestra las moléculas o sustancias con las que quer-
emos tratar la muestra, por ejemplo anticuerpos, y
también para que difundan aquellas sustancias que
homogeneizarán el ı́ndice de refracción. Permeabi-
lizantes pueden ser solventes orgánicos, sustancias que
eliminan los ĺıpidos o sustancias hiperhidratadas. La
decoloración se lleva a cabo con sustancias espećıficas
según nuestro tejido. La homogeneización del ı́ndice
de refracción es el último paso que conlleva el uso de
solventes aromáticos, reactivos hidrof́ılicos o de con-
traste.

De todas formas es inevitable que cualquier
tratamiento incluirá modificaciones, como retrac-
ciones o expansiones del tejido. Es interesante elim-
inar todo aquello que no necesitemos de la mues-
tra para hacer la muestra lo más pequeña posible.
Además, el aclarado debe eliminar la autofluorescen-
cia en el caso de que necesitemos estudiar señales flu-
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orescentes.

Los protocolos de aclarado se pueden dividir según
las sustancias que empleen: solventes orgánicos,
hidro-gel y hidrof́ılicos. Dentro de estas categoŕıas
hay una gran variedad de protocolos, cada uno con
sus ventajas e inconvenientes. Hay que seleccionar
aquel que mejor se adapte a las necesidades del ex-
perimento.

Solventes orgánicos. Para usar esta técnica es
necesaria una buena fijación, los aldeh́ıdos suelen ser
buenos fijadores. Con los solventes orgánicos se al-
canza una excelente transparencia. Una ventaja adi-
cional es que, tras la observación, pueden ser elimina-
dos y realizar otros protocolos sobre las muestras. Sin
embargo, no hay protocolos de aclarado que sean uni-
versales y hay que adaptarlos para cada tipo de tejido.
Tienen también inconvenientes. Aśı, pueden afectar a
propiedades moleculares tales como la antigenicidad,
eliminan la fluorescencia, y cambian la morfoloǵıa
celular etc. También pueden producir fuertes retrac-
ciones de los tejidos que afectan a la organización
tridimensional de la muestra. Además, las sustancias
usadas pueden dañar los objetivos del microscopio si
no están adaptados.

Hidrogeles. Se utilizan en protocolos que tratan de
evitar la pérdida de moléculas de los tejidos mediante
la unión de estas moléculas a estructuras mixtas de
gel y tejido. Estos geles suelen contener monómeros
de acrilamida disueltos a 4ºC. La solución puede con-
tener glutaraldeh́ıdo y formaldeh́ıdo, se puede decol-
orar, polimerizar la acrilamida y eliminar los ĺıpidos.

Hidrof́ılicos. Son protocolos que usan sustancias
disueltas en agua. Estas técnicas se pueden dividir en
2 grupos, aquellas que siguen una simple inmersión, y
aquellas que requieren de eliminación de ĺıpidos y/o
una hidratación. En las inmersiones simples las mues-
tras se sumergen en soluciones con un alto ı́ndice de
refracción y se convierten en transparentes gradual-
mente. Sin embargo, los ĺıpidos son la principal fuente
de refracción de la luz, por lo que es interesante elim-
inarlos. Aśı, los métodos que incluyen eliminación de
ĺıpidos dan mejores resultados del aclarado.

Existen otros métodos para estudiar muestras de
gran tamaño, incluso organismos completos, como
son la tomograf́ıa computacional, la resonancia
magnética, y la tomograf́ıa de emisión de positrones.
Estas técnicas no son invasivas, incluso pueden hac-
erse con el individuo vivo, pero carecen de la res-
olución suficiente para hacer estudios a nivel de
células individuales.
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6 Estereoloǵıa

En bioloǵıa, y en otras ciencias, es importante obtener
datos cuantitativos, y que esos datos sean fiables. Los
datos cuantitativos no sesgados son fundamentales
en ciencia. El sesgo es la alteración de los valores
reales debido a la experimentación: muestreo, proce-
samiento de muestras, detección, método de cálculo,
etcétera. La estereoloǵıa es un conjunto de métodos
experimentales que permiten estimar el área, el vol-
umen, la superficie, la longitud y el número de ele-
mentos de estructuras biológicas tridimensionales me-
diante el estudio de secciones obtenidas de dichas
estructuras, y todo ello sin introducir ningún sesgo
en los resultados. Por ejemplo, se puede estimar
el número de neuronas del cerebro o de una región
del cerebro, el volumen de un tumor, la superfi-
cie de los conductos respiratorios, o la longitud de
la red capilar en un órgano. Siguiendo el proced-
imiento estereológico se evita el sesgo en los resultados
numéricos finales.

La metodoloǵıa estereológica se basa en un diseño
a priori del procedimiento a emplear para realizar la
cuantificación, sin hacer ninguna asunción sobre las
caracteŕısticas del objeto sobre el que se realizará
dicha cuantificación. Es decir, se puede aplicar a
cualquier objeto tridimensional sin necesidad de saber
cómo es con antelación. De manera que el método es
independiente del tamaño del objeto o de su forma. Si
el diseño del experimento es correcto se obtienen datos
no sesgados, lo que significa que no hay variaciones
en el resultado introducidas por el experimentador o
por el propio método. Es una metodoloǵıa eficiente,
y con poco esfuerzo de muestreo se consiguen datos
más precisos. El proceso de muestreo de la estructura
es sistemático y aleatorio, es decir, todos los elemen-
tos de interés tendrán la misma probabilidad de ser
contados.

Un concepto importante en estereoloǵıa son las
sondas (”probes”). Éstas son plantillas con formas
geométricas virtuales que interaccionan con nuestros
elementos de interés presentes en las secciones. Cada
evento, o interacción de una forma geométrica con
un elemento de interés, se transforma en un valor de
número, longitud, área o volumen.

Volumen

Vamos a ver un ejemplo: estimación del volumen
de un objeto.

Tradicionalmente el volumen de un objeto irregular
se ha estimado por inmersión en agua, y el volumen
de agua desplazado es el volumen del objeto. Sin
embargo, no sirve para objetos con cavidades inter-
nas o para objetos que están dentro de otros obje-
tos. También se han estimado volúmenes por aprox-
imación a una forma geométrica como una esfera,
una elipse, un cuadrado, etcétera. De nuevo, el valor
obtenido será cierto dependiendo de lo que se parezca
el objeto a una forma geométrica determinada. El
método empleado en estereoloǵıa para estimar el vol-
umen de cualquier objeto, independientemente de su
forma y a partir de secciones obtenidas de dicho ob-
jeto, fue descrito por Cavallieri en 1635. Este método
consiste en la obtención de secciones uniformes, par-
alelas, y aleatorias a lo largo del objeto. Se basa en la
idea de que cualquier objeto puede estar representado
por infinitas secciones consecutivas y no hay que hacer
ninguna asunción previa, es decir, se puede aplicar a
cualquier objeto tridimensional independientemente
de su forma o de si tiene oquedades.

Supongamos que queremos estimar el volumen de
un órgano con superficie irregular como el que se
aparece en la figura 17, y que tiene dos oquedades
internas (no mostradas en la figura 17). Lo vamos
a hacer a partir de secciones de parafina de unas 10
micrómetros de grosor. Tenemos que tener en cuenta
que las técnicas usadas, por ejemplo, la inclusión en
parafina, pueden introducir retracciones en los tejidos
que disminuyan el volumen real del órgano. Esto es
muy importante a la hora de dar el resultado final
y tendremos que saber el grado de retracción. Pero,
supongamos que en este caso no hay retracción intro-
ducida por la técnica.

Lo primero que hay que hacer es conseguir un plano
de corte, la orientación de nuestras secciones, sea al
azar, por lo que rotaremos nuestro objeto de forma
aleatoria antes de hacer el primer corte. Una vez es-
tablecida la orientación del plano de corte podemos
establecer un eje imaginario perpendicular a nuestro
plano de corte y que atraviese al objeto completa-
mente (Figura 18). Dividimos la longitud del objeto
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Figura 17. Objeto al que se le estimará el volumen.

a lo largo de dicho eje en 8 segmentos de igual longitud
que vamos a llamar intervalos (T).

Figura 18. Eje de corte y establecimiento de los intervalos.

A continuación, en el intervalo T1, elegimos un
número al azar. Por ejemplo, si T1 mide 100
micrómetros, un número aleatorio entre 1 y 100, y
cortamos con una cuchilla por ese punto perpendicu-
larmente al eje. Pero si hemos cortado completamente
el objeto en secciones de parafina pues elegimos una
de las secciones que componen el intervalo T1 al azar.
Por ejemplo, si T1 está formado por 10 secciones de 10
micrómetros de grosor, nos puede salir como aleatoria,
entre la 1 y la 10, la sección número 6 (Figura 19).
En T2, escogeŕıamos el plano de corte o la sección
que estuviera a una distancia T de la escogida en T1.
Es decir a 100 micrómetros de distancia, o la sección
número 16, que está a 10 secciones de distancia.

Por tanto, una vez elegida la primera sección al azar
seleccionamos la segunda sección que se encuentra a
una distancia T (en este caso 100 micrómetros), y

Figura 19. Selección de una sección al azar en el intervalo
T1.

luego una tercera que se encuentra a una distancia
2*T de la primera, y aśı sucesivamente (Figuras 20 y
21).

Figura 20. Secciones seleccionadas a partir de la primera
selección al azar en T1 (ver Figura 3) y separadas por el
intervalo T.

Una vez que tenemos nuestras secciones, con sus
perfiles respectivos (Figura 5), hay que calcular la su-
perficie de cada sección. Para calcular una superficie
se puede usar el método de recuento de puntos. Este
método consiste en usar una rejilla virtual con pun-
tos, en la que cada punto lleva asociada la misma
área (Figura 22). Dicha rejilla se superpone rotada
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Figura 21. Perfiles de las secciones ya cortadas. Los espa-
cios blancos son huecos.

al azar sobre el perfil de cada sección y se cuenta el
número de puntos que se solapan con la superficie de
la sección. La densidad de la rejilla se adapta para
que se cuenten unos 100 a 200 puntos totales, es de-
cir, cuando se suman los puntos contados en todas las
secciones.

El área de una sección seŕıa el sumatorio de todos
los puntos (Σp) que se solapan con dicha sección mul-
tiplicado por el área asociada a cada punto (a(p)). En
el ejemplo de la figura 6 seŕıa Área56=13p*a(p).

Para cualquier sección: Ai=Σp*a(p)

Ai = área de la sección i; Σp = número de puntos
que se cuentan; a(p) = área asociada a cada punto.

La estimación del volumen de nuestro objeto que
hay entre las dos primeras secciones consecutivas (sec-
ciones 6 y 16) seŕıa el área de la sección 6 multiplicada
por el intervalo T1.

V1=A6*T1

V1 = volumen entre la sección 6 y 16; A6 = área
de la sección 6; T1 = intervalo entre las secciones 6 y
16.

Figura 22. Superposición entre la plantilla virtual de pun-
tos (un punto es la intersección de los dos brazos de cada
cruz. ) y la sección 56 (Figura 5). La plantilla se ha gi-
rado al azar y se cuentan los puntos que se solapan con
nuestra estructura. Nótese que nuestro objeto esta hueco
y que dicho espacio vaćıo no se cuenta. Cada punto lleva
un área asociada que depende de nuestra plantilla, y que
debe ser un valor real en nuestra sección. Aśı que hay que
tener cuidado con las escalas, los objetivos usados y los
aumentos del microscopio.

El volumen total estimado de nuestro objeto o volu-
men de referencia (Vref) seŕıa la suma de los volúmes
que hay entre cada par de secciones, multiplicado por
el intervalo T. Vref=A6*T1 + A16*T2 + A26*T3 +
... Como todos los intervalos son iguales:

Vref=ΣAt*T

Vref = volumen de referencia o volumen estimado
de nuesto objeto; ΣAt = sumatorio de todas las áreas
de nuestras secciones; T = intervalo entre secciones.

En cuanto a las unidades, el área asociada a cada
punto se mide en micrómetros cuadrados, el número
de puntos no tiene unidad y el intervalo T se mide en
micrómetros de distancia, por lo que al multiplicarlos
nos da micrómetros cúbicos, que seŕıa la unidad de
volumen.
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