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Prefacio
 

Los avances en las técnicas de estudio de la morfología de células, tejidos y órganos, así como el constante y vertiginoso aporte de nuevos conocimientos en los mecanismos celulares moleculares ocurridos en los últimos cuarenta años, hacen que el estudio de la Histología que hoy requiere conocer el médico y el profesional de las ciencias de la salud se haya enriquecido notablemente tanto en la calidad como en la cantidad de los contenidos. Los autores hemos sido testigos, y en parte partícipes, de estos cambios a lo largo de los últimos treinta años.
 
Nuestra intención no fue la de escribir un libro más de la materia, sino que hemos volcado nuestro esfuerzo en lograr un libro de Histología útil para el profesional de la salud y la formación del futuro médico con la idea central de transmitir una destreza pedagógica adquirida durante años de dictado de clases. Gran parte de esta experiencia no se encuentra en textos, sino que se ha nutrido de la transmisión oral de magníficos maestros y docentes que nos precedieron y acompañaron. Este libro no pretende ahondar en el conocimiento molecular, que distrae al estudiante del fin mismo de la materia, como sucede con muchos textos actuales. Quisimos un libro conciso, sin dejar de lado lo más moderno, y lo suficientemente didáctico como para que a través de esquemas y fotomicrografías el lector pueda lograr una correcta descripción de un preparado y realizar en lo posible un diagnóstico histológico acertado, de ahí el título Histología médico-práctica. El fin del presente libro se centra en el aspecto microscópico estructural y ultraestructural, para que más adelante pueda comprenderse la fisiología y la patología. Es por ello que, cuando incluimos una sucinta descripción de la fisiología y de la patología (proyección médica) fue sólo con el fin de reforzar la comprensión de la estructura, y no para adelantar conocimientos que el alumno recibirá con el desarrollo apropiado durante el transcurso de la carrera.
 
Se ha puesto especial énfasis en las características morfológicas, tratando de no descuidar los avances de la biología molecular sólo si consideramos beneficioso incorporarlos en un texto de Histología. Así, en este libro el lector encontrará capítulos especialmente dedicados a los métodos de estudio en Histología, como los centrados en la microscopia y las técnicas histológicas. Hemos procurado que temas relevantes como el epitelio glandular, el aparato circulatorio (con vasos linfáticos), los exámenes citológicos (PAP) y el sistema nervioso tengan un mayor desarrollo, ya que son áreas de cierta carencia en los tratados de Histología tradicionales.
 
Se ha pretendido que la sencillez no desatienda la solidez de los conocimientos, y que la explicación didáctica no sea un obstáculo para abarcar la profundidad del conocimiento científico que sustenta siempre cada explicación. Esperamos haberlo logrado.
 
Los Autores
 








Capítulo 1
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1. Introducción
 
El cuerpo humano está formado por más de doscientos tipos distintos de células que provienen de una única célula, denominada célula huevo. Todas las células del cuerpo humano surgen a partir de esta célula (que se origina mediante la fecundación de un ovocito por un espermatozoide), seguida de procesos de división mitótica y la posterior diferenciación.
 
Por la división mitótica de la célula huevo surgen dos células iguales que, sin embargo, tienen zonas particularmente diferentes (zona en contacto con la otra célula y zona de contacto con el medio ambiente). Cuando estas dos células vuelven a dividirse, surgen entonces cuatro células equivalentes, cada una con zonas bien diferenciadas. Al continuar las sucesivas divisiones mitóticas, se forma una masa celular en la que todas las células no son equivalentes, y así siguen los distintos procesos, ya que unas se volverán a dividir a una velocidad mayor que otras, y se formarán cavidades y estructuras. Todas las células tienen la misma información genética; por tanto, la diferente función que cumple cada una depende de la activación y el silenciamiento de genes particulares, lo cual se debe en gran medida a las señales que la célula recibe de su entorno. Como vemos, la funcionalidad de una célula depende de su composición, pero también, y mucho, de su relación con otras células y con el medio circundante. La complejidad de nuestro cuerpo depende de las diferentes funciones que cada tipo celular tiene.
 
Todas las células del cuerpo humano están relacionadas entre sí directa o indirectamente, por lo que analizaremos las células como componentes fundamentales a partir de las cuales se organizan los tejidos, que conforman los distintos órganos funcionalmente relacionados en los diferentes aparatos (p. ej., el aparato digestivo, conformado por la boca, el esófago, el estómago, los intestinos, el hígado, el páncreas y la vesícula biliar, entre otros). Además, la adecuada señalización e interacción entre los distintos órganos del cuerpo se realiza mediante sistemas (p. ej., sistema circulatorio, sistema endocrino y sistema nervioso).
 
Se realizará, a continuación, una breve descripción de las características morfológicas de la célula como entidad y de la relación que la estructura y la ultraestructura celular tienen con su función específica. Estos conocimientos básicos permiten entender la formación de los tejidos, órganos y sistemas que constituyen la organización del cuerpo humano y determinan su funcionalidad.
 
2. La célula eucarionte
 
Se define la célula como la unidad anatómica y funcional de todo ser vivo. Decimos que es la unidad anatómica y funcional porque es la menor porción de materia viva capaz de cumplir con todas las funciones de un organismo vivo. Es decir, que la célula es capaz de realizar todas las funciones básicas, que son:


• Autorreplicarse, manteniendo la información genética.


• Realizar la síntesis de macromoléculas para su propia organización estructural.


• Sintetizar y secretar moléculas que le permiten interaccionar con el medio.


• Recibir señales del medio ambiente, procesarlas y emitir señales al medio.


• Obtener energía para sus procesos vitales.


• Digerir sustancias que toman del medio ambiente o sus propios componentes.


• Realizar procesos catabólicos.


• Respirar aeróbica y anaeróbicamente.


• Moverse (más notorio en ciertos tipos celulares).
 
Los organoides (denominados también organelas) subcelulares son porciones de materia más pequeñas que la célula, pero no son capaces de llevar a cabo todas las funciones de un ser vivo.
 
La célula eucarionte es el elemento fundamental del cuerpo humano; la característica principal de toda célula eucarionte es su compartimentalización. Está constituida por un núcleo y un citoplasma rodeado de una membrana plasmática. Los distintos organoides del citoplasma tienen una composición y una organización especiales (fig. 1.1).
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Figura 1.1 
 
Esquema tridimensional de un corte de una célula eucariótica. Los componentes señalados en el esquema son: 1, núcleo: obsérvese que en él se diferencian dos zonas (el nucléolo y el nucleoplasma), en el que las asas cromatínicas contactan con la cara nuclear de la envoltura nuclear. La envoltura nuclear se continúa con las cisternas del RER (3). 2, centríolos: estructuras microtubulares formadas por 9 tripletes de microtúbulos, ubicados en el centrosoma celular. 3, RER: obsérvese que las cisternas del RER son paralelas y están tapizadas del lado citosólico por ribosomas. 4, REL: obsérvese que los túbulos dispuestos formando una red se continúan con el RER. 5, aparato de Golgi: cara cis cercana al núcleo y cara trans hacia la membrana plasmática, hacia donde se dirigen las vesículas que surgen del aparato de Golgi. 6, mitocondrias. 7, microfilamentos de actina que forman la corteza celular por debajo de la membrana plasmática. 8, poro nuclear: estructura proteica que permite el paso de sustancias del núcleo al citoplasma y viceversa. 9, excavación de la membrana plasmática que indica la posible fagocitosis/pinocitosis de material extracelular. 10, ribosomas: pueden estar en forma libre o adosados al RER. 








El tamaño de las células del cuerpo humano varía entre amplios límites, desde las más pequeñas de 4 μm de diámetro (células grano del cerebelo) hasta una de las más grandes, de 250 μm de diámetro (ovocito).
 
Existen en el ser humano elementos formes, que corresponden a partes de células y provienen de procesos celulares específicos; tal es el caso de los glóbulos rojos y las plaquetas (fig. 1.2).
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Figura 1.2 
 
Fotomicrografía óptica de elementos formes y una célula presentes en la sangre. A) Plaquetas. B) Glóbulos rojos, eritrocitos o hematíes. C) Linfocito (obsérvese que la célula posee núcleo y citoplasma). Aumento original: 1.000 ×. 

 
 



La forma de las células del cuerpo humano también es muy variada; las hay esferoidales, totalmente simétricas como el linfocito (núcleo central, organelas igualmente distribuidas, membrana plasmática sin variaciones en toda su superficie), otras cilíndricas con una marcada polaridad celular, como la célula del epitelio intestinal (núcleo en el tercio basal, distribución diferencial de sus organoides, diferenciaciones de membrana según sea apical, lateral o basal), hasta células absolutamente asimétricas con un cuerpo o soma estrellado o piriforme con diferentes tipos de ramificaciones, como las neuronas de Purkinje (fig. 1.3).
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Figura 1.3 
 
Esquema de distintos tipos celulares. Obsérvese la diferencia de tamaños y formas entre estos distintos tipos de células del cuerpo humano, además de la diferente simetría que presenta cada una de ellas: A, la célula de Purkinje del cerebelo, absolutamente asimétrica con extensas ramificaciones; B, el linfocito, totalmente simétrico, y C, la célula del túbulo contorneado proximal del riñón, con notorias diferencias entre sus distintas caras. 

 
 



3. Composición química de la célula
 
La célula está compuesta por distintas moléculas:


• Macromoléculas: ácidos nucleicos, proteínas, lípidos e hidratos de carbono.


• Moléculas simples: agua, sales, iones, etc.
 
Los ácidos nucleicos son el ácido desoxirribonucleico (ADN) y el ácido ribonucleico (ARN). Ambos son polímeros de nucleótidos, y son moléculas de naturaleza ácida por la presencia de grupos fosfatos en sus moléculas.
 
El ADN ubicado en el núcleo celular tiene la información para todas las funciones celulares y su autorreplicación permite la proliferación celular. El ADN presente en la matriz mitocondrial le da a este organoide la información para autorreplicarse dentro de la célula.
 
Hay tres tipos principales de ARN: el ribosómico o ribosomal (ARNr), el de transferencia o de transporte (ARNt) y el mensajero (ARNm). Existen, además, otros tipos de ARN (pequeños nucleares y pequeños citoplasmáticos) que son ARN de función reguladora. Los distintos tipos de ARN son sintetizados en el núcleo a partir del ADN por el proceso de transcripción y, dentro del núcleo, experimentan distintos procesamientos postranscripcionales característicos de cada uno de ellos. Los ARN tienen su función principal en el citosol participando en la síntesis proteica, aunque recientemente se han descubierto importantes funciones de los ARN en la regulación de la expresión génica nuclear. También hay ARN en la mitocondria: ARNm, ARNr y ARNt, sintetizados a partir de la transcripción del ADN mitocondrial, permitiendo así la síntesis de algunas proteínas mitocondriales (fig. 1.4).
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Figura 1.4 
 
Esquema de la ubicación de los ácidos nucleicos en la célula eucariótica. Se indica el ADN nuclear confinado al núcleo celular, donde se transcribe a los distintos tipos de ARN (mensajero, de transferencia y ribosomal). En la figura se ejemplifica el ARNm saliendo del núcleo al citoplasma, donde se traduce a proteínas. El ADN mitocondrial presente en la matriz mitocondrial se transcribe y traduce simultáneamente dentro de la mitocondria, dando lugar a unas 13 proteínas mitocondriales. ARNhn, ARN heterogéneo nuclear; ARNm, ARN mensajero maduro; ARNt, ARN de transferencia; M, mitocondria; N, núcleo; P, polipéptido; R, ribosoma. 

 
 



Las proteínas son polímeros de aminoácidos. Los aminoácidos están unidos por uniones peptídicas, formando cadenas polipeptídicas de diferentes longitudes. Hay proteínas formadas por una sola cadena de aminoácidos y hay proteínas que están formadas por varias subunidades peptídicas (varias cadenas de aminoácidos). Las proteínas se pueden clasificar, según su forma, en globulares y fibrilares. También se las puede clasificar en básicas y ácidas, según su composición aminoacídica. Las proteínas llamadas estructurales (por formar parte de la estructura celular) son las que integran las membranas biológicas, la cromatina, los ribosomas, el citoesqueleto celular. Las enzimas, proteínas que median reacciones químicas, intervienen en todas las funciones celulares, por ejemplo: síntesis, procesamiento y degradación del ADN y el ARN; síntesis y degradación de lípidos; síntesis y degradación de proteínas, así como síntesis y degradación de hidratos de carbono.
 
Los lípidos son un conjunto heterogéneo de moléculas caracterizadas por una propiedad física: su hidrofobicidad.
 
Los lípidos más simples son los ácidos grasos, que se almacenan como triglicéridos o grasas que generan energía al ser degradados. Los fosfolípidos, los principales componentes de las membranas biológicas, son moléculas anfipáticas (tienen una parte polar y una no polar en sus moléculas). El colesterol (no polar) es un lípido presente también en las membranas celulares. Además de estas funciones, muchos lípidos funcionan como moléculas de señalización, como, por ejemplo, las hormonas esteroideas (derivadas del colesterol).
 
Los hidratos de carbono presentes en la célula son azúcares simples (como la glucosa) y polisacáridos (como el glucógeno).
 
Los azúcares simples son los nutrientes principales y los polisacáridos comunes (almidón, en plantas, y glucógeno, en animales) son las formas de depósito o almacenamiento de energía. Algunos polisacáridos complejos forman parte de la matriz extracelular (glucosaminoglucanos y proteoglucanos). Otros unidos a lípidos y proteínas originan glucolípidos y glucoproteínas que forman parte de la estructura celular e incluso participan en los procesos de señalización celular.
 
4. Organización estructural de la célula eucariótica
 
La célula eucariótica tiene la característica distintiva de que sus componentes y sus funciones están confinadas a determinadas zonas de ésta; es decir, están compartimentadas.
 
La célula eucariótica tiene, en principio, un núcleo y un citoplasma. El límite celular está determinado por la membrana plasmática y los distintos compartimentos están delimitados por membranas. Tanto la membrana plasmática como las membranas que delimitan los distintos compartimentos constituyen el sistema de endomembranas; son membranas biológicas, algunas de ellas interconectadas entre sí formando en algunos casos una solución de continuidad (envoltura nuclear, retículo endoplásmico granular o rugoso, retículo endoplásmico liso) o una relación funcional, pues una membrana depende de otra en cuanto a su origen (membrana plasmática/vesículas de exocitosis, aparato de Golgi/lisosomas; retículo endoplásmico liso/membranas de las mitocondrias y de los peroxisomas). Todas se forman por síntesis de sus componentes (proteínas, lípidos, glucoproteínas, glucolípidos) que ocurren en el retículo endoplásmico (fig. 1.5).
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Figura 1.5 
 
Fotomicrografía electrónica de una célula eucariótica. En ella se indican: Cr, cromatina; en, envoltura nuclear; G, aparato de Golgi; m, mitocondrias; N, núcleo; r, polirribosomas; REL, retículo endoplásmico liso; RER, retículo endoplásmico rugoso. 

 
 




4.1. Núcleo celular
 
Es el compartimento celular que contiene la cromatina y está separado del citoplasma por la envoltura nuclear, que es uno de los componentes del sistema de endomembranas. Las células del cuerpo humano tienen, por lo general, un núcleo de forma redondeada, aunque hay células con un núcleo bi o trilobulado (neutrófilos, uno de los tipos de glóbulos blancos), multilobulado (megacariocitos presentes en la médula ósea) o con múltiples núcleos (osteoclastos presentes en el hueso).
 
La cromatina, presente solamente en el núcleo celular, está formada por ADN y proteínas histónicas (proteínas básicas) asociadas a otras proteínas ácidas que forman el esqueleto cromosómico. Esta cromatina está en forma laxa (eucromatina) o densa (heterocromatina) en el núcleo de las células en interfase, y alcanza el máximo grado de condensación en el estadio de metafase en la división celular mitótica o meiótica. La cromatina presenta en algunas células una distribución particular, como es el caso de los plasmocitos (células secretoras de inmunoglobulinas) que presentan la heterocromatina distribuida en el núcleo en forma de parches, que dan la apariencia de «rueda de carro» (fig. 1.6).
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Figura 1.6 
 
Esquema de células con diferente tipo de núcleo. A) Plasmocito: presenta núcleo excéntrico con grumos de cromatina adosada a la carioteca dando aspecto de «rueda de carro». B) Neurona piramidal de la corteza cerebral: el núcleo ubicado en el centro del cuerpo celular tiene cromatina laxa y nucléolo evidente (núcleo «en ojo de búho»). C) Fibrocito: núcleo ahusado de ubicación central con cromatina condensada. 

 
 



La cromatina muy condensada, o heterocromatina, es transcripcionalmente inactiva y se clasifica en heterocromatina facultativa y constitutiva. La heterocromatina facultativa depende de la actividad transcripcional de la célula, esto es: depende de la funcionalidad. La heterocromatina constitutiva corresponde a secuencias de ADN que no se transcriben como las secuencias satélites de los cromosomas.
 
La cromatina contiene la información para todas las funciones de la célula. Existen zonas de cromatina pertenecientes a determinados cromosomas que tienen la información para ser transcritas a ARNr; estas zonas son los organizadores nucleolares, porque originan la zona del núcleo donde se establece el nucléolo. Las células con una síntesis proteica activa, dado que requieren mucho ARNr para formar sus ribosomas, tienen nucléolos evidentes; algunas células pueden tener más de un nucléolo en sus núcleos (hepatocito).
 
Hay células con núcleo grande con cromatina muy laxa y nucléolo evidente (neuronas), y células con núcleo pequeño con cromatina muy condensada que no permite visualizar el nucléolo (fibrocito) (v. fig. 1.6).
 



4.2. Retículo endoplásmico
 
El retículo endoplásmico es una red de túbulos y cisternas delimitados por membrana. El espacio delimitado por la membrana corresponde a una luz o espacio intracisternal (lumen).
 
Hay dos tipos principales de retículo endoplásmico: el rugoso o granular (RER o REG, cubierto por ribosomas del lado citosólico, que participa en la síntesis de proteínas de membrana, lisosomales y proteínas de exportación) y el liso (REL, sin ribosomas, que está relacionado con el metabolismo lipídico, almacenamiento de calcio y detoxificación). Podría considerarse un retículo endoplásmico de transición desde el que parten vesículas hacia el aparato de Golgi.
 
El RER se presenta a nivel ultraestructural como pilas de cisternas aplanadas paralelas cubiertas por ribosomas en su cara citosólica; es muy abundante en las células secretoras de proteínas y en células con gran actividad enzimática (fig. 1.7). El RER participa en la síntesis, procesamiento y distribución de las proteínas de membrana, enzimas lisosomales y proteínas de exportación.
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Figura 1.7 
 
Fotomicrografía electrónica del citoplasma en el que se visualiza el RER y el aparato de Golgi (G). Obsérvese que las cisternas del RER se presentan con una disposición paralela, interconectadas entre sí. Se puede distinguir perfectamente la luz cisternal del RER separada del citoplasma, en el que hay abundantes polirribosomas libres formando rosetas y ribosomas adosados a la cara citosólica de las membranas del RER. 

 
 



La distribución del RER en la célula depende del tipo celular; por ejemplo, el RER en un plasmocito (secretor de inmunoglobulinas) está distribuido uniformemente en el citoplasma, en cambio, en una célula pancreática (secretora de enzimas digestivas), el RER está confinado a su tercio basal rodeando al núcleo de la célula. Esto determinará distintas características morfológicas y de tinción.
 
Las proteínas que van a ser secretadas (proteínas de exportación), la mayoría de las proteínas de membrana plasmática y las enzimas lisosomales se sintetizan en el RER. Luego migran al aparato de Golgi y de allí van a sus destinos finales para ser liberadas al medio extracelular mediante vesículas de secreción; otras formarán parte de las membranas vesiculares para ir a incorporarse a la membrana plasmática o serán enzimas que conformarán el contenido lisosómico. Otras proteínas que se sintetizan en el RER son retenidas en sus membranas ya que formarán parte de las proteínas del retículo endoplásmico o del aparato de Golgi.
 
El REL está formado por túbulos delimitados por membrana que se continúan con el RER en una solución de continuidad funcional. La zona del retículo endoplásmico que corresponde a REL se presenta a nivel ultraestructural distribuida uniformemente en el citoplasma, de manera desorganizada entre las otras organelas citoplasmáticas.
 
El REL es abundante en células con un metabolismo lipídico activo, así como también en las células que sintetizan hormonas esteroideas, ya que éstas se sintetizan a partir del colesterol en el retículo endoplásmico. También es abundante en los hepatocitos, ya que en estas células se metabolizan varios compuestos liposolubles, y en las células musculares, donde cumple la importante función de almacenamiento de calcio.

 



4.3. Envoltura nuclear
 
La envoltura nuclear es un componente del sistema de endomembranas; por tanto, está formada por cisternas o sáculos que determinan dos superficies membranosas: la membrana interna (en contacto con la lámina nuclear y por su intermedio con la cromatina) y la membrana externa (en contacto con el citosol y tapizada de ribosomas) que se continúa con el RER. Ambas membranas se continúan una con otra a nivel de los poros nucleares, que son zonas en las que se comunica el nucleoplasma con el citosol (fig. 1.8).

 


[image: image]
 

Figura 1.8 
 
Fotomicrografía electrónica de un núcleo celular en el que se distingue la eucromatina (e), la heterocromatina (h), el nucléolo (N) con su porción fibrilar más clara y la granular más electrodensa, los poros nucleares (flechas) en los que se puede visualizar la presencia de una especie de diafragma correspondiente a la estructura proteica que lo forma y que permite la conexión núcleo-citoplasma. 

 
 






4.4. Aparato de Golgi
 
El aparato de Golgi está compuesto por sáculos de membranas aplanados y vesículas asociadas, dispuestas de tal forma que le dan una polaridad notoria estructural y funcional. Las proteínas y lípidos provenientes del retículo endoplásmico entran al aparato de Golgi por su cara cis, se modifican en él y salen de él en vesículas por su cara trans. Los diferentes procesamientos de proteínas y lípidos tienen lugar en las distintas regiones del aparato de Golgi, allí se glucosilan y se distribuyen a sus destinos finales (fig. 1.9).
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Figura 1.9 
 
Fotomicrografía electrónica en la que se visualiza la organización ultraestructural de las membranas del aparato de Golgi (G) y las vesículas que de él se desprenden. Además, se observan un par de mitocondrias (M) en las que pueden distinguirse las dos membranas que las delimitan. Las flechas señalan una cisterna de RER. 

 
 



En las células secretoras de proteínas, el aparato de Golgi se dispone entre el RER y la membrana plasmática; en aquellas células polarizadas en las que el RER es infranuclear, el aparato de Golgi se ubica supranuclearmente.
 



4.5. Lisosomas
 
Son organoides rodeados por membrana que contienen enzimas que degradan toda clase de polímeros biológicos (proteínas, ácidos nucleicos, hidratos de carbono y lípidos). Los lisosomas tienen la función de digerir el material que la célula captó del exterior por fagocitosis/endocitosis y degradar los componentes celulares envejecidos.
 
Morfológicamente, se los distingue ultraestructuralmente como vacuolas dispersas por el citoplasma celular, que presentan diferentes formas (esféricas, ovoides), cuyo contenido se visualiza muy irregular (los hay muy densos, con contenido amorfo, y con cristaloides).
 





4.6. Organelas no dependientes del sistema de endomembranas

4.6.1. Mitocondrias



Son organoides rodeados por dos membranas; por tanto, hay una membrana mitocondrial externa y una membrana mitocondrial interna que tiene pliegues que forman las crestas mitocondriales. La membrana mitocondrial interna delimita la matriz mitocondrial, y entre las dos se ubica el espacio intermembranoso. En la matriz mitocondrial se ubica el ADN mitocondrial, que permite que la mitocondria sea un organoide semiautónomo; ese ADN es desnudo (no asociado a histonas), se replica y se transcribe a distintos ARNm, ARNr y los ARNt necesarios para la síntesis proteica que ocurre a nivel de la matriz mitocondrial. Muchas de las proteínas necesarias para los procesos descritos provienen del citosol, atraviesan ambas membranas mitocondriales acopladas a otras proteínas y complejos proteicos de las membranas. En la matriz mitocondrial ocurre el ciclo de Krebs, que, acoplado a la fosforilación oxidativa que se da a nivel de las crestas mitocondriales, rinde finalmente el ATP, que es la energía metabólica que, producida por la mitocondria, permite llevar a cabo las distintas funciones celulares (fig. 1.10).
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Figura 1.10 
 
Fotomicrografía electrónica del corte de una mitocondria en la que se observan las crestas mitocondriales que forman su membrana interna. 

 
 



La forma de las mitocondrias es variada: las hay redondeadas, alargadas, con ramificaciones, en general son abastonadas (0,5 μm de diámetro y hasta 7 μm de largo) y al corte pueden presentar un aspecto redondeado (corte transversal) o alargado/abastonado (corte longitudinal). La disposición de las crestas es característica del tipo celular; así, aunque predominan las mitocondrias con crestas transversales, existen mitocondrias con crestas longitudinales e incluso con crestas tubulares. Las células productoras de hormonas esteroideas (Leydig, tecas de folículos ováricos y células de la corteza suprarrenal) tienen crestas tubulares.

 
La cantidad de crestas da cuenta de la actividad mitocondrial; por ende, una célula que requiere mucha energía tendrá muchas mitocondrias con numerosas crestas, y otras células tendrán menos mitocondrias y/o mitocondrias con menos crestas. La ubicación de las mitocondrias en la célula es típica de cada tipo celular, y está basada en el requerimiento energético particular del citoplasma. Por ejemplo, en la célula muscular, las mitocondrias se ubican entre los miofilamentos que permiten la contracción; en la célula parietal de la glándula fúndica, se ubican entre los canalículos que forman el repliegue de la membrana plasmática apical, ya que así la mitocondria aporta la energía para la bomba de protones que hay en dicha membrana; o en el espermatozoide, las mitocondrias se ubican en la pieza intermedia formando una vaina alrededor del axonema. Estas ubicaciones de las mitocondrias en el citoplasma responden a los requerimientos energéticos según sea la función de cada tipo celular (fig. 1.11).
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Figura 1.11 
 
Esquema que indica la ubicación diferencial de las mitocondrias en el citoplasma de distintos tipos celulares: A, célula parietal de la glándula fúndica; B, una célula del túbulo contorneado proximal del riñón; C, un ovocito, y D, un espermatozoide. 

 
 






4.6.2. Peroxisomas
 
Son pequeños organoides rodeados por una membrana, contienen enzimas codificadas por el genoma nuclear que participan en reacciones metabólicas. La mayoría de las células humanas contienen unos 500 peroxisomas. Los peroxisomas contienen unas 50 enzimas que llevan a cabo reacciones oxidativas (producen agua oxigenada que es degradada por la catalasa presente también en ellos); además, intervienen en la biosíntesis de lípidos, en la síntesis de ácidos biliares y en la beta-oxidación de los ácidos grasos.
 





4.7. Citosol
 
Es el contenido citoplasmático sin orgánulos, retículo endoplásmico, aparato de Golgi, lisosomas y endosomas.
 
En ese protoplasma se dan incontables reacciones químicas biosintéticas, como son la síntesis de proteínas en polirribosomas libres, la gluconeogénesis, la glucólisis anaeróbica, el procesamiento postraduccional de muchas proteínas citoplasmáticas y nucleares. Entre las proteínas nucleares que se sintetizan en polirribosomas libres, están todas las enzimas que intervienen en la duplicación y transcripción del ADN. Entre las proteínas citoplasmáticas sintetizadas en polirribosomas libres están todas las proteínas de los componentes del citoesqueleto y las distintas enzimas que participan en el metabolismo celular. También en los polirribosomas libres del citosol se sintetizan enzimas proteasómicas, algunas enzimas mitocondriales y comienza la síntesis de proteínas que se incorporarán al RER.
 

4.7.1. Citoesqueleto
 
La forma de una célula, la organización, distribución y desplazamiento de sus organelas, la relación con las células vecinas y con el entorno celular, el proceso de división celular se deben en gran medida a la presencia del citoesqueleto celular, sin el cual cada célula no podría tener identidad. El citoesqueleto está formado por un conjunto de proteínas sintetizadas por la propia célula que se distribuyen de manera muy particular entre el núcleo y el citoplasma, y en las distintas partes tanto del citoplasma como del núcleo.
 
Los componentes del citoesqueleto son de composición proteica y se dividen en tres grandes grupos: microfilamentos (5-7 nm de diámetro), filamentos intermedios (9-11 nm de diámetro) y microtúbulos (25 nm de diámetro). Todos son estructuras dinámicas capaces de reorganizarse constantemente.
 

4.7.1.1. Microfilamentos
 
Los microfilamentos están compuestos de actina fibrilar y están distribuidos tanto en el núcleo como en el citoplasma. Los microfilamentos se ensamblan formando redes y haces, para lo cual se asocian a distintas proteínas que forman puentes de unión entre los filamentos de actina.
 
Los microfilamentos de actina forman una red debajo de la membrana plasmática, llamada corteza celular, que está unida a proteínas de membrana y, por lo tanto, proporcionan el soporte estructural a la superficie celular.
 
Los microfilamentos están relacionados con el movimiento celular ya que la actina se asocia con la miosina y forma estructuras que participan en los procesos de contracción celular, como es el caso de las fibras musculares, donde alcanzan el nivel máximo de organización en el sarcómero, aunque participan en la contracción de los tres tipos de fibras musculares: lisa, estriada esquelética y estriada cardíaca. Asimismo, participan en otros tipos de movimientos celulares, como son la emisión de seudópodos, en la endocitosis/exocitosis, y en la división celular formando el anillo contráctil que separa definitivamente las dos células hijas al finalizar una división.
 
El esqueleto de las microvellosidades es un haz de unos 30 filamentos paralelos de actina, entrecruzados con proteínas que los mantienen equidistantes entre sí y proteínas que los asocian a la membrana plasmática de la microvellosidad. Su presencia genera el plegamiento de la membrana celular que forma la microvellosidad; este plegamiento determina un aumento de la superficie apical, lo cual conlleva que la célula tenga una mayor capacidad absortiva. Un ejemplo de células con abundantes microvellosidades son las células del intestino delgado, en las que el conjunto de microvellosidades apicales se denomina «chapa estriada», mientras que en los túbulos contorneados proximales renales se las describe como «ribete en cepillo». En la chapa estriada las microvellosidades son cortas y parejas en longitud, mientras que en el ribete en cepillo son de distintas longitudes. Por este motivo, dichas estructuras se observan diferentes al microscopio óptico a pesar de estar formadas por la misma diferenciación apical de membrana (fig. 1.12).
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Figura 1.12 
 
Esquema de los distintos tipos de diferenciaciones de membrana apical (1, 10, 11), lateral (2, 3, 5, 6, 7, 8) y basal (4, 9). 1, microvellosidades; 2, canalículo; 3, interdigitación; 4, pliegues; 5, zónula occludens; 6, zónula adherens; 7, desmosoma; 8, unión nexo; 9, hemidesmosoma; 10, estereocilio; 11, cilio. 

 
 



Los estereocilios son microvellosidades especiales, más largas e inmóviles. Se encuentran en el epidídimo, en el segmento proximal del conducto deferente y en el epitelio sensorial del oído interno (en las que actúan como mecanorreceptores) (v. fig. 1.12).
 
En la unión adherente, los filamentos de actina forman una suerte de cinturón alrededor de cada célula, subyacente a la membrana plasmática, y están anclados a éstas por otras proteínas (v. fig. 1.12).
 



4.7.1.2. Filamentos intermedios
 
Son los elementos del citoesqueleto que confieren resistencia mecánica a la célula, creando así un armazón que le da la identidad morfológica.
 
Los filamentos intermedios son característicos de cada tipo celular; existen distintas proteínas que forman los filamentos intermedios de los distintos tipos celulares. Por ejemplo, existen varios tipos de queratinas (las duras que forman pelos y uñas y las blandas, que están en las células epiteliales). En las células musculares se encuentra la proteína desmina; en las neuronas, distintos tipos de neurofilamentos, y en los astrocitos, la proteína gliofibrilar ácida. Sin embargo, todas las células tienen filamentos intermedios tipo lámina A, B y C, que forman parte de la estructura que mantiene armada la envoltura nuclear y que al desfosforilarse se desensambla y permite así la desorganización de la envoltura nuclear, proceso que se da al comenzar la división celular y que permite la distribución de los cromosomas en las células hijas.
 
Los filamentos intermedios de células adyacentes están asociados por efecto de las cadherinas, formando los desmosomas (v. fig. 1.12).
 



4.7.1.3. Microtúbulos
 
Son polímeros de la proteína tubulina, muy dinámicos y con una polaridad muy marcada. Nacen del centrosoma y se extienden hacia la periferia celular (v. fig. 1.12). Los centrosomas están constituidos por un par de centríolos orientados perpendicularmente, rodeados de sustancia pericentriolar y formados cada uno por nueve tripletes de microtúbulos. Los centríolos forman los cuerpos basales de cilios (v. fig. 1.12) y flagelos y, además, participan en la coordinación del ciclo celular.
 
El dinamismo de los microtúbulos y las proteínas motoras asociadas a ellos (dineína, quinesinas, entre otras) determinan la función principal de los microtúbulos, que es la de participar en el transporte intracelular (tráfico de organelas), el movimiento de vesículas hacia la membrana plasmática, la formación y estabilización de prolongaciones celulares (p. ej., el axón y las dendritas de las neuronas), y los movimientos celulares (típicos en el barrido superficial de moco realizado por los cilios o el movimiento típico de la cola del espermatozoide).
 
Durante la división celular forman el huso mitótico, participando en la separación de los cromosomas.
 


4.7.2. Inclusiones citoplasmáticas
 
Las inclusiones citoplasmáticas típicas de las células humanas son los depósitos de glucógeno; se observan al microscopio electrónico como estructuras sin membranas («rosetas») muy electrodensas y dispersas por el citosol. Dichos depósitos no sólo incluyen el polisacárido glucógeno sino, además, enzimas involucradas en su síntesis, y otorgan una gran palidez al citosol de las células teñidas con hematoxilina-eosina al microscopio óptico. En éste, su presencia se puede revelar con la técnica periodic acid Schiff (PAS) (v. cap. 3).
 
En algunas células, el glucógeno se almacena en el citosol y se visualiza a nivel ultraestructural como granos electrodensos de un diámetro de 35 nm dispersos en el citosol. Cuando la célula requiere energía para alguna de sus actividades específicas, el glucógeno es degradado por las enzimas y, por tanto, esos granos electrodensos desaparecen del citosol.

 



4.7.3. Polirribosomas libres
 
Las subunidades ribosómicas se ensamblan formando los ribosomas (20-30 nm de diámetro) solamente cuando están traduciendo un ARNm a proteínas. Si la proteína que sintetizan es una proteína para la célula, o que cumple sus funciones en la propia célula y no pertenece a la membrana ni es una enzima lisosomal, los ribosomas no se acoplan a las membranas del RER y se observan en el citosol acoplados a un ARNm, formando lo que se denomina polirribosomas libres o polisomas.
 
Las células muy activas metabólicamente necesitan gran cantidad de enzimas y cofactores proteicos, que por ser proteínas de la célula (con función en el núcleo o en el propio citoplasma) son sintetizadas en polirribosomas libres. Éstos se observan al microscopio electrónico como cadenas de ribosomas o anillos de ribosomas acoplados a un ARNm formando estructuras que aparecen en forma curva y arrosariada (v. fig. 1.5). En las neuronas, la abundante presencia de polirribosomas determinó la presencia en el soma neuronal de los clásicos corpúsculos de Nissl al microscopio óptico (v. cap. 3).
 



4.7.4. Proteasomas
 
Los proteasomas son grandes complejos de enzimas proteolíticas que tienen su función en el citosol. No pueden observarse con el microscopio óptico. Con tinción negativa en la microscopia electrónica (v. cap. 3), pueden observarse como barriles de 10 nm de diámetro por 50 nm de largo, en los que entrarían las proteínas que deben ser degradadas por las enzimas proteasómicas.
 





4.8. Composición química de las membranas biológicas
 
Todas las membranas celulares están formadas por lípidos y proteínas. Los lípidos conforman una bicapa lipídica que por su naturaleza anfipática (zonas hidrofóbicas y zonas hidrofílicas en sus moléculas) forman una barrera entre los dos compartimentos acuosos que delimitan (membrana plasmática: entre el interior y el exterior celular; retículo endoplásmico: entre el interior cisternal y el citosol; membrana mitocondrial interna: entre la matriz y el espacio intermembranoso). Las proteínas dispuestas entre los lípidos cumplen diferentes funciones (canales iónicos, enzimas que sintetizan los propios componentes de las membranas, moléculas receptoras, moléculas transportadoras).
 
Los lípidos que determinan la bicapa lipídica son los fosfolípidos: dos cadenas de ácidos grasos hidrofóbicos unidos a una cabeza hidrofílica que posee fosfatos. Así, las colas hidrofóbicas se asocian y quedan en el interior de la membrana y las cabezas hidrofílicas son las que están en contacto con los compartimentos acuosos que la membrana separa. La composición lipídica de las membranas celulares es característica para cada membrana, pero básicamente contienen fosfolípidos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina), glucolípidos y colesterol.
 
La fluidez de las membranas está determinada por la temperatura y por la composición lipídica. Dado que los fosfolípidos con ácidos grasos de cadenas cortas interaccionan menos entre sí, hacen que las membranas que los contienen sean más fluidas, así como las membranas que contienen fosfolípidos con ácidos grasos insaturados (aquí los dobles enlaces introducen curvamientos en las cadenas de ácidos grasos que dificultan el empaquetamiento). Los fosfolípidos no se distribuyen simétricamente en ambas caras de las membranas, por eso se dice que las membranas biológicas son asimétricas. El colesterol se inserta en la bicapa de fosfolípidos con su único grupo polar próximo a los grupos hidrofílicos de los fosfolípidos, mientras que los anillos hidrocarbonados rígidos interactúan con las cadenas de ácidos grasos de los fosfolípidos. Esto disminuye la movilidad haciendo que la parte de la membrana en la que está presente sea menos fluida, pero como el colesterol también interfiere en las interacciones entre las cadenas de ácidos grasos de los fosfolípidos, mantiene la fluidez a bajas temperaturas.
 
Otro de los constituyentes de las membranas son las proteínas, que son las responsables de las funciones específicas de las diferentes membranas celulares. Por su asociación con los lípidos de las membranas, podemos dividir las proteínas en integrales (en íntima y fuerte asociación con la bicapa lipídica) y periféricas (débilmente asociadas a la bicapa, generalmente a través de interacciones con proteínas integrales).
 
Las proteínas integrales son muchas veces proteínas transmembrana, es decir, que tienen partes expuestas de ambos lados de la bicapa; algunas atraviesan la membrana una sola vez, pero otras tienen muchas regiones que atraviesan la membrana. Generalmente, las proteínas transmembrana están asociadas a hidratos de carbono en una de sus superficies.
 
Existen proteínas integrales que están ancladas en las membranas por sus interacciones covalentes con los lípidos. Estas proteínas pueden estar ancladas a la cara citosólica de la membrana, a la cara extracelular o a la cara cisternal.
 
El tercer constituyente químico de las membranas celulares son los glúcidos (hidratos de carbono) que están asociados a los lípidos y proteínas, formándose así glucolípidos y glucoproteínas. Generalmente, esta asociación se da en una sola de las caras de las membranas (cara extracelular o cara luminal, según el tipo de membrana) y son los principales responsables del reconocimiento celular por el que se dan las interacciones celulares.
 
La proporción de lípidos, proteínas e hidratos de carbono no es igual para todas las membranas celulares. La mayoría de las membranas plasmáticas tienen casi un 50% de lípidos y un 50% de proteínas (en peso). Sólo el 5-10% de la masa de la membrana corresponde a fracciones hidrocarbonadas en glucolípidos y glucoproteínas, de tamaño muy diferente. Se tiene aproximadamente 1 molécula de proteína cada 100 moléculas de lípidos. La composición de la mielina es un 80% de lípidos y un 20% de proteínas.
 
La membrana mitocondrial interna posee una mayor proporción de proteínas que de lípidos, invirtiéndose allí la proporción proteína/lípido de la mayoría de las membranas biológicas.
 

4.8.1. Concepto de mosaico fluido
 
Las membranas biológicas se consideran fluidas bidimensionalmente en el plano de la bicapa lipídica, o sea que el movimiento de los componentes químicos está facilitado en ese plano (traslación, rotación y flexión) pero excepcionalmente se mueven los componentes de una capa hacia la otra (flipping). Las proteínas tanto periféricas como las integrales en general se insertan en la bicapa lipídica dando el aspecto de un mosaico. Por consiguiente, la característica de mosaico fluido se debe a que hay proteínas intercaladas entre los lípidos y hay movimientos en el plano de la bicapa. Estas propiedades pueden visualizarse con técnicas especiales en las que se observan por videomicroscopia de fluorescencia los movimientos de una marca fluorescente en un elemento de la bicapa en particular.
 



4.8.2. Concepto de unidad de membrana
 
El espesor de las membranas biológicas puede determinarse con microscopia electrónica. Los metales pesados utilizados en el contraste (v. cap. 3) posibilitan que las membranas se visualicen como dos bandas muy electrodensas (de 20 Å de espesor) separadas por una banda más translúcida de 35 Å de espesor, dando para la medición del espesor de membrana aproximadamente de 75 Å (esta medición corresponde a la hecha sobre una membrana fijada y contrastada con metales pesados).
 



4.8.3. Permeabilidad de las membranas celulares
 
Las membranas celulares tienen permeabilidad selectiva, de tal manera que son ellas las que controlan la composición interna de la célula y la distribución de las moléculas en los distintos compartimentos.
 
Las moléculas pequeñas no cargadas pueden difundir libremente a través de la bicapa de fosfolípidos (oxígeno, dióxido de carbono, etanol, nitrógeno, agua).
 
Las moléculas cargadas como los iones (sodio, protones, cloruro, potasio, calcio) o las moléculas grandes no cargadas (glucosa, aminoácidos) no pueden difundir libremente por la bicapa lipídica y necesitan de proteínas transmembrana que actúan como transportadores (activos en contra de un gradiente o pasivos a favor de un gradiente) y como canales proteicos, los más importantes de los cuales son los canales iónicos, que se abren para que pasen iones en respuesta a una señal (fig. 1.13).
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Figura 1.13 
 
Esquema de los mecanismos de transporte a través de la membrana plasmática. 

 
 






4.8.4. Membrana plasmática
 
Los lípidos que constituyen la bicapa de la membrana plasmática son mayoritariamente los cuatro fosfolípidos ya citados, pero hay un quinto fosfolípido, el fosfatidilinositol, que, localizado del lado citosólico, aunque minoritario, desempeña funciones importantes en la endocitosis y en la señalización celular. La distribución de fosfolípidos en la bicapa es asimétrica; del lado extracelular se ubican mayoritariamente fosfatidilcolina y esfingomielina, mientras que en el lado citosólico se ubican mayoritariamente fosfatidilinositol y fosfatidilserina, lo que resulta en un predominio de fosfolípidos cargados negativamente en la cara citosólica de la membrana.

 
Las membranas plasmáticas son ricas en glucolípidos y glucoproteínas, importantes en los procesos de señalización y reconocimiento celular.
 
El colesterol y los esfingolípidos tienden a agregarse y formar zonas de membrana plasmática, denominadas balsas lipídicas, en las que abundan proteínas que participan en la señalización celular y en la endocitosis.
 
No todas las proteínas de las membranas plasmáticas son capaces de difundir libremente en el mosaico fluido debido a que muchas de ellas están asociadas a elementos del citoesqueleto. Además, cuando se asocian células como en el caso de los epitelios, las membranas plasmáticas presentan dominios bien específicos; así, se habla de una cara apical, una cara lateral y una cara basal en las células de un epitelio cilíndrico como es el caso del epitelio intestinal. Existen diferenciaciones de membrana específicas para cada cara. La superficie apical de una célula intestinal presenta microvellosidades (prolongaciones citoplasmáticas en forma de dedo de guante que aumentan la superficie de absorción); la superficie apical de una célula del epitelio respiratorio tiene cilios (diferenciación apical con un citoesqueleto particular, cuya función consiste en desplazar partículas por la superficie del epitelio). La membrana lateral de las células epiteliales presenta una constitución proteica especial que le permite anclar células adyacentes; esto lo hace a través de los complejos de unión, que son especializaciones de membrana que sirven como barrera para el movimiento de lípidos y proteínas de membrana y delimitan el dominio apical del dominio basolateral (v. fig. 1.12).
 
La superficie externa de las células está cubierta por el glucocáliz, que está formado por los hidratos de carbono provenientes de glucoproteínas y glucolípidos de la membrana. El glucocáliz no sólo protege a la superficie celular, sino que participa activamente en el reconocimiento célula-célula, en los procesos de adhesión celular.
 



4.8.5. Endocitosis
 
Las células eucarióticas son capaces de captar macromoléculas y partículas del medio ambiente por el proceso de endocitosis, en el cual el material a introducir es rodeado por una porción de membrana plasmática que se invagina para formar una vesícula que contiene el material ingerido. Cuando el material ingerido corresponde a partículas grandes o células (bacterias u otras células) se denomina fagocitosis, y cuando las partículas son pequeñas o fluidos se denomina pinocitosis (fig. 1.13).
 
La unión de una partícula a receptores sobre la superficie de la membrana dispara la extensión de superficie celular que rodea a la partícula, funde sus extremos y forma vesículas intracelulares llamadas fagosomas, que luego se fusionan con los lisosomas formando los fagolisosomas, en los que el material ingerido es digerido por las enzimas lisosomales. Este proceso es particularmente importante en la función de defensa del organismo que llevan a cabo los glóbulos blancos de la sangre y los macrófagos de otros tejidos.
 
La entrada selectiva de una macromolécula específica en una célula es el proceso llamado endocitosis mediada por receptor. Las moléculas a introducir se unen a receptores específicos de la superficie celular; estos receptores se acumulan en regiones especializadas de las membranas plasmáticas denominadas «fositas recubiertas», que son depresiones revestidas del lado citosólico con una proteína (clatrina). A partir de ellas se forman vesículas revestidas con clatrina que contienen los receptores unidos a sus macromoléculas (ligandos). Éstas se unen con endosomas tempranos desde donde el contenido se transporta a lisosomas y los receptores se reciclan a la membrana plasmática.
 
Las células poseen, además, vías de endocitosis independientes de clatrina; en ellas, la internalización de las moléculas a ser endocitadas se realiza por medio de cavéolas (pequeñas invaginaciones de la membrana plasmática organizadas por moléculas de caveolina, la cual funciona junto con los lípidos como receptores de la molécula a endocitar).
 
5. Interacciones célula-célula
 
La función del organismo depende de las interacciones entre las células, y entre ellas y el medio ambiente. Algunas interacciones célula-célula son transitorias (interacciones entre células del sistema inmune e interacciones entre glóbulos blancos y tejidos inflamados). Otras interacciones entre células son estables y desempeñan un papel fundamental en la organización de los tejidos (uniones entre células epiteliales). Hay también uniones específicas entre células especializadas (sinapsis entre células nerviosas, uniones entre células cardíacas, unión neuromuscular).
 





5.1. Uniones de adhesión celular
 
La adhesión célula-célula está mediada por proteínas transmembrana denominadas moléculas de adhesión celular, de las que existen cuatro tipos: las selectinas, las integrinas, la superfamilia de las inmunoglobulinas y las cadherinas. Muchas de las interacciones adhesivas requieren cationes divalentes (dependen del calcio, el magnesio o el manganeso). Las selectinas reconocen a los hidratos de carbono de la superficie celular y, por ejemplo, median la adhesión inicial de los leucocitos (glóbulos blancos sanguíneos) a las células endoteliales durante la migración de los leucocitos desde la circulación sanguínea hasta los lugares donde hay infección.
 
Las cadherinas forman parte de las uniones de adhesión selectiva entre células embrionarias, formación de sinapsis específicas en el sistema nervioso, y son las principales responsables de las uniones estables entre células en los tejidos.
 
Las interacciones célula-célula mediadas por selectinas, integrinas y la mayoría de los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas son generalmente temporales, aunque una de las proteínas de la superfamilia de las inmunoglobulinas interviene en la creación de uniones estables en las sinapsis neuronales.
 
En las uniones de adhesión estables entre el citoesqueleto de células adyacentes (uniones adherentes y desmosomas) suelen intervenir las cadherinas. En las uniones adherentes, las cadherinas se unen a los microfilamentos de actina de las células contiguas. En los desmosomas, las cadherinas se asocian con los filamentos intermedios de las células contiguas (v. fig. 1.12).
 

5.1.1. Uniones estrechas
 
Las uniones estrechas, «zonula occludens» o «tight junction», son típicas de los epitelios de revestimiento como el epitelio intestinal. Forman sellos que evitan el paso de moléculas (incluso iones) entre las células de los epitelios y separan los dominios de la membrana plasmática (el dominio apical del dominio basolateral), impidiendo así la libre difusión de lípidos y proteínas de membrana de un dominio a otro.
 
Las uniones estrechas son los contactos más íntimos o de menor diámetro/espesor que existen entre células adyacentes. Están formadas por una red de fibras proteicas (proteínas transmembrana de células adyacentes, ocludina, claudina y moléculas de adhesión) que continúan a lo largo de toda la circunferencia celular, y cuyas colas citosólicas se asocian con los filamentos de actina del citoesqueleto, manteniendo a la unión estrecha en su precisa localización en la membrana plasmática de la célula.
 



5.1.2. Uniones en hendidura
 
Las uniones en hendidura, «nexus» o «gap junction», son canales abiertos a través de la membrana plasmática que permiten la libre difusión de iones y pequeñas moléculas entre células vecinas, e impiden el paso de proteínas y ácidos nucleicos (v. fig. 1.12). Las uniones gap acoplan las actividades metabólicas y las respuestas eléctricas de las células que conectan en forma bidireccional. Las células epiteliales, así como las de los músculos cardíaco y liso se comunican por uniones gap.
 
Las uniones gap están formadas por conexina —proteína transmembrana, ensamblándose en grupos de seis monómeros para formar un poro acuoso en su centro. Este ensamblaje se denomina conexón; el conexón de una célula se alinea con el conexón de la célula adyacente formando un canal entre ambos citoplasmas. Los ensamblajes especializados de uniones gap tienen lugar entre células nerviosas, formando las sinapsis eléctricas (v. fig. 1.12).
 
Las uniones estrechas junto con las uniones adherentes y los desmosomas forman un complejo de unión (v. fig. 1.12).
 





5.2. Señalización celular
 
El cuerpo humano está formado por miles de millones de células que presentan una interacción constante con el medio. Existen distintos tipos de interacciones entre células, todas ellas llevadas a cabo por moléculas señalizadoras y sus receptores específicos.
 
Las moléculas de señalización pueden actuar sobre receptores que están en la membrana plasmática de las células diana, o bien traspasar esta membrana y unirse a receptores intracelulares (citoplasmáticos o nucleares) de dichas células.
 
Los tipos de señalización célula-célula se clasifican en:

1. Señalización directa, cuando un receptor en la membrana de una célula contacta con su ligando, que es una proteína de la membrana de la otra célula. Este tipo de señalización se da también entre una célula y la matriz extracelular que la rodea.

2. Otro tipo de señalización es la mediada por moléculas secretadas por las células y que actúan sobre ella misma (secreción autocrina), sobre células vecinas (secreción paracrina) o sobre células que están a distancia y, por ende, son transportadas por el torrente sanguíneo (secreción endocrina; la molécula en cuestión aquí se denomina hormona).
 
En la comunicación sináptica que se realiza a través de los neurotransmisores, se interrelacionan dos neuronas o una neurona y una fibra muscular (unión neuromuscular). Es el típico ejemplo por el que sustancias (las hay de distinto tipo: catecolaminas, aminoácidos, de naturaleza proteica, lipídica, indólica, gaseosas, etc.) son sintetizadas por una célula y actúan sobre un receptor ubicado en la otra membrana plasmática (postsináptica), con la que está asociada íntimamente a través de uniones estabilizadoras proteicas. Estos receptores se encuentran en la zona del contacto sináptico (postsinapsis) o en la unión neuromuscular.
 
Los receptores de membrana desempeñan un papel muy importante porque, si bien están ubicados en la membrana plasmática, algunos están acoplados a proteínas citoplasmáticas del tipo de las fosforilasas/quinasas, de tal forma que, al unirse el ligando al receptor de membrana, se desencadena una cascada molecular que evoca la respuesta.
 



5.3. Interacción célula-matriz extracelular
 
Las proteínas fibrosas de la matriz extracelular interactúan con el citoesqueleto de actina a través de receptores de superficie celular llamados integrinas. Las integrinas anclan los microfilamentos de actina asociándose a otras proteínas y formando las adhesiones focales. Este rol es importante para el crecimiento celular y el desplazamiento de células en un entorno dado.
 
Las integrinas también unen la lámina basal a los filamentos intermedios junto con otras proteínas que le dan estabilidad y forman los hemidesmosomas, estructura importante en muchos epitelios.
 
Las integrinas intervienen en las uniones estables entre células y la matriz extracelular.
 
6. Ciclo celular
 
Una de las propiedades características de las células es su capacidad de autorreplicación, dividiéndose por sucesivas mitosis. En el ciclo celular podemos distinguir dos períodos principales: interfase y mitosis. La duración de estas fases no sólo es específica de cada tipo celular, sino que también puede variar por su interacción con el medio, ya que distintos factores pueden promover la división celular así como frenarla.
 
La regulación del ciclo celular se lleva a cabo por la acción de quinasas específicas, y los cambios que va sufriendo la célula son fácilmente reconocibles a nivel microscópico, por microscopia tanto óptica como electrónica.
 
Los acontecimientos que ocurren en cada una de las etapas mitótica y meiótica tienen como consecuencia la separación de las cromátidas hermanas (mitosis y en meiosis II) o la separación de los cromosomas homólogos (meiosis I).
 
La acción coordinada de los elementos del citoesqueleto hace posible la separación del material genético, la distribución equitativa de organelas en las células hijas y la separación definitiva de dichas células.
 
Cada tipo celular tiene un ciclo celular característico; por ejemplo, hay células en renovación constante (células sanguíneas), otras que permiten el mantenimiento del tejido (capa basal de la epidermis) y otras que difícilmente entren en división una vez que se han diferenciado, como las neuronas (fig. 1.14).
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Figura 1.14 
 
Imágenes microscópicas de dos células humanas teñidas con hematoxilina-eosina en distintos estadios de la mitosis. A) Imagen de una célula en prometafase; obsérvese que los cromosomas están condensados. B) Imagen de una célula en anafase; se pueden visualizar los dos juegos cromosómicos migrando hacia los polos. 

 
 



7. Muerte y renovación celular
 
El cuerpo humano resulta de un equilibrio entre la renovación celular y la muerte celular. Las células que se pierden se reemplazan por nuevas células provenientes de la proliferación de células madre indiferenciadas de cada uno de los tejidos.

 



7.1. Muerte celular
 
Existen distintos tipos de muerte celular y es posible diferenciarlos al microscopio óptico y al electrónico.
 
La muerte celular programada, o apoptosis, es un proceso activo en el que se producen cambios en la célula, originándose fragmentos celulares, denominados cuerpos apoptóticos, reconocidos por los macrófagos que los retiran de los tejidos; aquí no hay inflamación ni alteración de la dinámica celular.
 
La necrosis es la muerte celular producto de una lesión, de una alteración provocada por un desequilibrio energético, nutritivo, etc., que conlleva la producción de una inflamación (edema, migración de linfocitos y macrófagos) y un compromiso de todo el tejido circundante (fig. 1.15).
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Figura 1.15 
 
Esquema de los cambios morfológicos ultraestructurales en la muerte por necrosis y la muerte por apoptosis. 

 
 






7.2. Renovación celular
 
Los tejidos necesitan de la nueva formación de células provenientes de la proliferación de células madre indiferenciadas. Esto ocurre muy notoriamente en células madre sanguíneas.
 
Pero también existe proliferación de nuevas células a partir de células con cierto grado de diferenciación, como son las células basales de los epitelios, los hepatocitos o los fibroblastos del tejido conectivo.
 
8. Organización de los tejidos
 
Las células con características morfológicas y funcionales similares se agrupan en tejidos. Un tejido es un conjunto de células dispuestas de forma organizada.
 
Los tejidos básicos son cuatro:

1. Tejido epitelial

2. Tejido conectivo

3. Tejido muscular

4. Tejido nervioso
 
9. Órganos
 
Cada órgano del cuerpo humano debe describirse en función de los tejidos que lo componen. Es imprescindible reconocer si el órgano es hueco o macizo, aunque al corte histológico no se vea la luz (ya que ésta puede estar colapsada).
 
La descripción de los tejidos que componen la pared de un órgano hueco se describen desde dentro hacia fuera, y los tejidos que componen los órganos macizos se describen desde fuera hacia dentro.
 
10. Aparatos
 
Cada aparato del cuerpo humano está conformado por la relación de los órganos que lo componen. Por ejemplo, el aparato respiratorio, conformado por fosas nasales, faringe, laringe, tráquea, bronquios y pulmones, donde cada uno de estos órganos tiene una estructura histológica particular.
 
11. Sistemas
 
Se entiende por sistema el conjunto de órganos que al funcionar coordinadamente logran, además, relacionar distintas partes del organismo. Así, se tiene: sistema circulatorio (que lleva nutrientes y oxígeno a todas las células de nuestro organismo y recoge el dióxido de carbono y los desechos celulares y productos metabólicos), sistema endocrino (que permite conducir hormonas sintetizadas en un órgano hacia sus células diana en otros órganos) y sistema nervioso (que permite la coordinación de todas las funciones a través de las sinapsis químicas y eléctricas).
 
12. Proyección clínica de la citología
 
En la práctica médica, las características morfológicas de determinadas células y la cuantificación de los tipos celulares hacen posible el diagnóstico de múltiples enfermedades.
 



12.1. Frotis sanguíneo
 
A través del extendido de sangre visto al microscopio óptico con la tinción de May-Grünwald-Giemsa, se pueden determinar anomalías en los glóbulos rojos en calidad y cantidad que presentan ciertos tipos de anemias, así como determinar la fórmula leucocitaria (identificando y semicuantificando los distintos tipos de glóbulos blancos) que da un perfil del estado de defensa del organismo (v. cap. 9).
 



12.2. Estudio del extendido vaginal con la técnica de Papanicolaou (PAP)
 
En la citología exfoliativa es posible, por ejemplo, diagnosticar a través del extendido vaginal (la conocida técnica de Papanicolaou), la proporción de cada tipo celular y hacer la caracterización del epitelio vaginal estudiado. La detección precoz del cáncer de útero y otras patologías se realiza mediante este método (v. cap. 16).
 



12.3. Espermograma
 
El estudio de la cantidad y las características morfológicas (cabeza, cuerpo y cola) y funcionales (movilidad) de los espermatozoides de un espermograma permite analizar el potencial fecundante.
 



12.4. Detección de tumores y de infecciones
 
El análisis de las células obtenidas por la punción-aspiración con aguja fina (PAAF) de ciertos órganos permite el diagnóstico de neoplasias u otras patologías (infecciones).
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Autoevaluación
 
Preguntas




1. Indique en qué compartimentos ocurre la síntesis de proteínas, especificando en cada caso el destino de las proteínas sintetizadas.

2. ¿Qué elementos del citoesqueleto forman parte de la estructura nuclear?

3. ¿Cuál es la principal diferencia para establecer el diagnóstico histológico diferencial entre muerte celular programada (apoptosis) y necrosis?

4. Realice un esquema a nivel ultraestructural de una célula polarizada, cuya función es la secreción de proteínas por una zona específica de su superficie.

5. Realice un esquema a nivel ultraestructural de una célula no polarizada, cuya función sea la fagocitosis y la digestión de los elementos fagocitados.

Respuestas




1. Citosol: proteínas del citoesqueleto, enzimas nucleares, enzimas citoplasmáticas, proteínas mitocondriales.

RER: enzimas lisosomales, proteínas de membrana, proteínas de exportación.

Matriz mitocondrial: 13 proteínas mitocondriales.

2. Microfilamentos de actina.

Filamentos intermedios. Lámina nuclear.

3. Inflamación asociada: sólo en necrosis.

Proceso gradual que comienza con la fragmentación nuclear: sólo apoptosis.

4. [image: image]
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1. Introducción
 
Los estudios macroscópicos tales como la anatomía descriptiva normal y patológica pueden realizarse simplemente mediante la observación directa con nuestros ojos. Sin embargo, el estudio de las células y los tejidos se encuentra por debajo de la agudeza visual normal. En citología e histología es necesario reconocer estructuras muy pequeñas que están separadas por distancias que no son discernibles a simple vista. La mínima distancia entre dos puntos que puede ser discriminada es lo que se denomina límite de resolución (LR), que es de solamente 0,1 mm en el caso del ojo humano. Es decir, que el estudio de las células y los tejidos está por debajo del límite de resolución del ojo humano. Por ello surgió la necesidad de emplear un instrumento que permitiera ver a un mayor aumento las cosas pequeñas pero que, además, tuviera la capacidad de diferenciar, discriminar y separar objetos que están muy próximos. Dicho instrumento es el microscopio óptico, cuyo límite de resolución es de alrededor de 0,2 μm (micrones) (cuadro 2.1).

 

 


Cuadro 2.1
   

Unidades de medida 
 
El metro y sus subunidades (el milímetro, mm; el micrón, μm; el nanómetro, nm; y el Angstrom, Å) expresados en nanómetros (nm)
 
1 m = 103 mm = 106 μm = 109 nm
 
1 mm = 103 μm = 106 nm
 
1 μm = 103 nm
 
1 nm = 1 nm
 
1 Å = 0,1 nm
 
Las subunidades del metro (el milímetro, mm; el micrón, μm; el nanómetro, nm, y el Angstrom, Å) expresadas en metros
 
1 mm = 10-3 m
 
1 μm = 10-3 mm = 10-6 m
 
1 nm = 10-3 μm = 10-6 mm = 10-9 m
 
1 Å = 10-1 nm = 10-4 μm =10-7 mm = 10-10




Cuadro sinóptico de equivalencias

 




	

	1 m
	1 mm
	1 μm
	1 nm
	1 Å



	1 m
	1
	103

	106

	109

	1010




	1 mm
	10-3

	1
	103

	106

	107




	1 μm
	10-6

	10-3

	1
	103

	104




	1 nm
	10-9

	10-6

	10-3

	1
	101




	1 Å
	10-10

	10-7

	10-4

	10-1

	1
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El primer microscopio óptico fue construido por Z. Janssen en Holanda en el siglo xvii. Este microscopio primitivo constaba de dos lentes superpuestas y con él Van Leuwenhoek fue capaz de describir microorganismos por primera vez en la historia. Desde entonces se han desarrollado distintos modelos de microscopios, pero en esencia todos tienen dos lentes (ocular y objetivo) alineadas en el mismo eje. En sus inicios los microscopios fueron monoculares, pero hoy predominan los microscopios binoculares; las ópticas han mejorado muchísimo y las partes mecánicas hoy son ergonómicas, es decir, se adaptan a la posición del observador para aumentar el confort durante la operación del equipo.
 
El microscopio óptico (MO) es un instrumento que permite observar y estudiar las células y los tejidos. El instrumento posee dos lentes alineadas, denominadas ocular y objetivo, que magnifican las imágenes de células, tejidos u órganos en estudio y permiten observarlos con nitidez y detalle. El microscopio óptico emplea la luz visible para iluminar el campo, por este motivo se lo denomina también microscopio de luz, e incluso algunos lo denominan microscopio fotónico, en oposición al microscopio electrónico, que emplea un haz de electrones. En consecuencia, el funcionamiento del microscopio óptico se basa fundamentalmente en la absorción de la luz visible por el preparado histológico que contiene células y tejidos, que in vivo son transparentes y se hacen visibles mediante los colorantes empleados en la tinción de los mismos.
 
2. Partes del microscopio óptico
 
Aunque hay una gran diversidad de modelos de microscopios ópticos, todos los microscopios poseen dos partes: una mecánica y otra óptica.
 

2.1. Parte mecánica
 
La parte mecánica incluye un pie o estativo, un brazo o columna que se articula con el pie por medio de un tornillo denominado charnela, un tubo en cuyos extremos se encuentran las lentes objetivo y ocular (fig. 2.1), un par de tornillos (macrométrico y micrométrico) (v. fig. 2.1) y una platina (v. fig. 2.1), plataforma ubicada encima del condensador.
 


[image: image]
 

Figura 2.1


Esquema comparativo de microscopios ópticos monocular y binocular. En los esquemas se representan las partes mecánicas: 1, pie; 2, empuñadura; 3, tubo; 4, revólver; TM, tornillo macrométrico; Tm, tornillo micrométrico. Las partes ópticas (rojo): A, fuente (espejo o lámpara); B, condensador; C, objetivos; D, ocular(es). Los pares de flechas en sentido contrario indican el movimiento del tubo (en el microscopio monocular) o de la platina (en el microscopio binocular). 








En el caso de los microscopios monoculares, el tubo lleva en su parte superior una única lente denominada ocular (v. fig. 2.1, 3), y en la parte inferior lleva una pieza giratoria denominada revólver (v. fig. 2.1, 4), que tiene roscas que le permiten llevar tres o más lentes objetivo de distintos aumentos y cualidades. El tubo se puede desplazar en forma ascendente y descendente para enfocar el preparado por medio de los tornillos macrométrico (grandes distancias, fácilmente apreciables por el observador) y micrométrico (pequeñas distancias, difíciles de apreciar por el observador pero imprescindibles para lograr el foco a grandes aumentos) (v. fig. 2.1).
 
La platina es la superficie plana de forma circular o cuadrada en la cual se apoya el portaobjeto (v. cap. 3) con la sección coloreada del tejido a observar. La platina posee un orificio amplio por el cual pasa la luz proveniente del condensador y, en muchos casos, posee un carro que permite el movimiento del preparado por medio de dos tornillos en los dos ejes del plano de la platina. Debajo de la platina hay un sistema denominado subplatina que sostiene el aparato de iluminación, que consta de condensador, diafragma, anillo portafiltro y espejo o fuente de luz (v. fig. 2.1, A). Por medio de un tornillo se asciende o desciende una pieza mecánica que contiene los tres primeros elementos (condensador, diafragma y anillo) gracias a un sistema de piñón y cremallera. Esto permite concentrar el haz de luz en el plano del preparado. Debajo de esta pieza se encuentra un espejo que se puede orientar en forma universal para reflejar la luz proveniente de una lámpara o la luz  natural enfocándola en el preparado (fig. 2.1, A). Hoy, muchos microscopios incorporan la fuente de luz en el pie del instrumento, y basta con encender un interruptor y girar una perilla para prender y ajustar la intensidad de la luz y lograr así una correcta iluminación del campo del microscopio.
 
En los microscopios binoculares modernos, la columna y el pie son una única pieza sin articular. El tubo posee un ángulo o curvatura y un sistema de prismas espejados en su interior que reflejan la luz proveniente de los objetivos hacia las lentes oculares. Esta angulación permite una observación cómoda por parte del observador sin la necesidad de inclinar la columna del microscopio. Las lentes oculares se montan sobre un sistema que permite graduar la distancia de éstas de acuerdo con la distancia interpupilar del observador. Las lentes objetivo están montadas en un revólver al igual que en los microscopios monoculares (v. fig. 2.1, 4 : revólver).
 
El movimiento de enfoque del preparado se logra mediante un único tornillo que posee dos perillas concéntricas de distinto diámetro que hacen las veces de tornillo macrométrico (la externa, que es de mayor diámetro) y de tornillo micrométrico (la interna, que es de menor diámetro). Estos tornillos son de gran tamaño y se ubican en la parte inferior del cuerpo del microscopio a ambos lados de él. En este caso, la platina se desplaza en forma ascendente o descendente para hacer foco en el preparado (v. fig. 2.1, binocular).
 
En la platina se encuentra un carro para colocar el preparado cuyo movimiento en los dos ejes se logra por medio de uno o dos tornillos. En el caso de un tornillo único, el mismo posee dos perillas giratorias concéntricas de distinto diámetro.
 
Debajo de la platina existe un sistema denominado subplatina que sostiene el sistema de iluminación, el cual consta de condensador, diafragma y anillo portafiltro. Al igual que en los microscopios monoculares, por medio de un tornillo se asciende o desciende una pieza mecánica que contiene los tres elementos (condensador, diafragma y anillo), permitiendo de ese modo concentrar el haz de luz en el plano del preparado. Debajo, la fuente de luz está incorporada en el pie del microscopio y basta con encender un interruptor y girar una perilla (reóstato) para ajustar la intensidad de la luz y lograr la correcta iluminación del microscopio (v. fig. 2.1, A).

 



2.2. Parte óptica
 
La parte óptica del microscopio consta de un espejo o una fuente de luz incorporada, un condensador con diafragma y las lentes denominadas ocular y objetivo (v. fig. 2.1, D y C, respectivamente). Todas las lentes del microscopio óptico son convergentes o son sistemas de lentes que se comportan de manera convergente, y sus ejes ópticos se encuentran alineados y perpendiculares al plano de la platina. Las lentes ocular y objetivo se encuentran alineadas y a una distancia fija entre sí que es de 160 o 170 mm en los microscopios monoculares. Por el contrario, la distancia del objetivo al preparado (portaobjeto) la regula el observador con los tornillos macro y micrométricos hasta lograr el foco. Esa distancia, denominada distancia frontal, es de solamente 0,16-1,17 mm para el objetivo seco fuerte (40×), lo cual remarca la importancia de regular el foco con el tornillo micrométrico.
 

2.2.1. Lente ocular
 
El ocular se encuentra en la parte superior del tubo y su aumento es generalmente de 10×. Las lentes oculares son lentes o conjuntos de lentes convergentes (fig. 2.2), que aumentan de tamaño la imagen real e invertida producto de la lente objetivo para obtener una imagen mayor, virtual e invertida respecto del objeto observado (v. fig. 2.14, más adelante). Existen oculares especiales (denominados aplanáticos) que corrigen aberraciones producidas por los objetivos. Es común montar un pelo, puntero o señalador en el ocular con la finalidad de indicar o señalar células o estructuras en el campo del microscopio.
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Figura 2.2

 
Esquema de un ocular. Obsérvese que este tipo de ocular posee dos lentes convergentes plano convexas. 








En los microscopios binoculares es posible adaptar la distancia de los oculares a la distancia interpupilar del observador (v. fig. 2.1, inserto), y también es posible corregir el déficit en las dioptrías de los ojos del observador mediante el giro del ocular sobre sí mismo. Incluso algunos modelos de microscopios incorporan una escala graduada que permite leer el valor de la corrección efectuada.
 
El microscopio trinocular es básicamente un microscopio óptico binocular al cual se le ha agregado una tercera salida, donde es posible montar una cámara fotográfica para tomar imágenes de los preparados histológicos, o bien una cámara de vídeo que envía la imagen a un ordenador para su almacenamiento y posterior análisis.
 



2.2.2. Lente objetivo
 
Las lentes objetivo están montadas en el revólver, sus aumentos suelen ser 2,5× (objetivo de campo), 10× (objetivo seco débil) y 40× (objetivo seco fuerte). Algunos microscopios tienen, además, un objetivo 100× (objetivo de inmersión), que se identifica fácilmente porque lleva pintado un anillo negro alrededor, y se usa con aceite de inmersión. El cálculo del aumento final de la imagen se realiza multiplicando la magnificación del ocular por la magnificación del objetivo que se emplea en cada caso. De esta forma, las magnificaciones que se obtienen empleando el ocular 10× y los objetivos de campo (2,5×), seco débil (10×), seco fuerte (40×) e inmersión (100×) serán de 25×, 100×, 400× y 1.000×, respectivamente.
 
Las lentes objetivo suelen ser sistemas de lentes centradas o concéntricas (tipo Flint-Crown) en las cuales se asocia una lente divergente con una lente convergente para corregir parcialmente aberraciones cromáticas y de esfericidad (lentes acromáticas y aplanáticas) (fig. 2.3). Lentes más caras, compuestas por cristales de fluorita, corrigen parcialmente, o en forma completa, las aberraciones cromáticas (semiapocromáticas y apocromáticas, respectivamente).
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Figura 2.3

 
Esquema de un objetivo. Obsérvese que las lentes están compuestas por sistemas de lentes convergentes (celeste oscuro) y divergentes (celeste claro), pero su comportamiento final es convergente. 








Las lentes objetivo suelen tener inscritos los números que indican el aumento y su apertura numérica. En las más antiguas es posible leer también la distancia respecto del ocular y la distancia frontal en la cual hacen foco.
 
El diámetro del campo del microscopio varía según las combinaciones de lentes empleadas, y conocer su valor es de utilidad para estimar el tamaño de estructuras tales como, por ejemplo, los vasos sanguíneos. Cuando se emplea un ocular 10× y el objetivo seco débil, el diámetro del campo es de 1.500 μm, cuando se usa el objetivo seco fuerte es de 400 μm y cuando se usa el de inmersión es de 150 μm. Es decir, cuanto mayor sea el aumento, menor será el diámetro del campo observado.
 



2.2.3. Condensador
 
El condensador es una lente o un conjunto de lentes de tipo convergente que tiene por finalidad concentrar los rayos de la fuente luminosa en el plano de la cara superior del portaobjeto. El modelo más común es el denominado tipo Abbe, que tiene una lente plano-convexa superior y otra biconvexa inferior (fig. 2.4). Además, en su parte inferior, se encuentra un diafragma tipo iris que se regula por medio de una pequeña palanca o mediante el giro de un anillo. Este diafragma limita el número de rayos luminosos y nunca debe cerrarse en exceso, porque puede disminuir el poder resolutivo del microscopio si impide el ingreso al objetivo de los rayos que delimitan el ángulo de apertura.
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Figura 2.4

 
Esquema de un condensador. 








Finalmente, en muchos modelos se observa un anillo portafiltro que permite colocar filtros de menor longitud de onda que la luz blanca (p. ej., un filtro azul) para mejorar el poder resolutivo del microscopio.
 
3. Manejo del microscopio óptico
 
Deben distinguirse dos etapas: 1) la iluminación, y 2) el enfoque.
 





3.1. Iluminación
 
En los microscopios más antiguos y elementales, en primer término, es necesario adaptar el microscopio a la posición correcta del observador. Para ello se puede inclinar la empuñadura o columna del microscopio (en aquellos microscopios que lo permitan, ya que los más modernos, como se menciona más adelante, tienen una posición fija pero adaptada anatómicamente). Hay que girar el revólver y seleccionar el objetivo seco débil (10×), elevar el condensador, fijarse en que el diafragma esté abierto y que el anillo portafiltro no se interponga en el haz lumínico. Luego, se enciende la lámpara y se observa por el ocular. Hay que mover el espejo para reflejar la luz en el interior del microscopio y lograr una iluminación homogénea del campo. En caso de necesidad, es posible iluminar el microscopio con la luz ambiente difusa proveniente de un artefacto ubicado en el techo o, simplemente, de la luz solar procedente de una ventana. Para ello, los microscopios tienen espejos con dos caras, una plana y otra cóncava. En los casos de luz difusa se usa la cara cóncava, mientras que en los casos de luz artificial más intensa (lámpara) se usa la cara plana.
 
Los microscopios binoculares más modernos son generalmente ergonómicos y no es necesario inclinar la empuñadura. Se gira el revólver para seleccionar el objetivo seco débil (10×) y se ajusta la distancia de los oculares a la distancia interpupilar del observador. En el pie hay un interruptor para encender la fuente que está incorporada al microscopio, y un reóstato o resistencia variable que permite darle una intensidad buena y tolerable a la luz. Al igual que en el caso anterior, hay que elevar el condensador, fijarse en que el diafragma esté abierto y que el anillo portafiltro no se interponga en el haz lumínico. Aparte, si se desea, en ambos casos, una vez iluminado se puede incorporar un filtro azul para mejorar el poder resolutivo del microscopio.
 



3.2. Enfoque
 
Se coloca el portaobjetos en el carro que se ubica sobre la platina siempre con la sección y el cubreobjeto hacia arriba (v. cap. 3). Comenzando siempre con el objetivo seco débil, se baja éste hasta que esté casi en contacto con el cubreobjeto. Esta maniobra se realiza observando al microscopio desde el costado de la platina para evitar romper el preparado durante el acercamiento. Luego se comienza a mirar por la lente ocular y se levanta lentamente el tubo usando el tornillo macrométrico hasta visualizar el preparado. Finalmente, con el tornillo micrométrico se realizan los ajustes finos para lograr el foco óptimo. Con este objetivo se realiza la observación general del preparado, se identifican estructuras, túnicas, tejidos y órganos. Para observar células y detalles celulares o extracelulares, es necesario utilizar el objetivo seco fuerte. Para ello, una vez enfocado el preparado con el objetivo seco débil, basta con girar el revólver y seleccionar el objetivo de mayor aumento. El microscopio tiene una propiedad, denominada parafocalia, según la cual todos los objetivos están en foco a la misma distancia ocular-preparado. Por ello, no hay que tocar el tornillo macrométrico sino girar simplemente el revólver y observar por el ocular. Si no se ve nítido, se corrige el enfoque solamente con el tornillo micrométrico. En los casos de observación de características celulares en los que se requiere el uso del objetivo de inmersión (100×), una vez que se ha hecho foco con el objetivo seco fuerte, se gira el revólver de manera que ningún objetivo esté alineado con el tubo y se coloca una gota de aceite de inmersión sobre el cubreobjeto. Se gira nuevamente el revólver hasta que el objetivo 100× haga tope (se percibe un clic) y su extremo toque el aceite. A continuación, se observa por el ocular y se corrige el foco solamente con el tornillo micrométrico.
 
Las maniobras de enfoque son las mismas para microscopios monoculares y binoculares de todo tipo, salvo que en estos últimos lo que se mueve durante el enfoque es la platina. El acercamiento se logra subiendo la platina y el foco se obtiene bajándola.
 
4. Límite de resolución y poder resolutivo. Concepto y formas de mejorarlo
 
El límite de resolución (LR) es la menor distancia a la cual dos puntos pueden distinguirse como tales. Este valor, que puede ser medido, es una distancia que oscila alrededor de 0,1 mm para el ojo humano y de 0,2 μm para el microscopio óptico. De este valor depende la capacidad del instrumento para observar con claridad y nitidez; esta capacidad se denomina poder resolutivo (PR), un concepto que indica la capacidad del instrumento para resolver o distinguir dos puntos muy cercanos. Esta capacidad carece de unidades y de valores numéricos. El poder resolutivo es inversamente proporcional al límite de resolución, es decir, que a menor límite de resolución, obtendremos un mayor poder resolutivo, y viceversa. La situación deseada es la primera. El poder resolutivo es independiente del aumento o magnificación obtenido por la combinación de lentes usadas. El aumento se calcula mediante el producto entre el aumento del ocular y el aumento del objetivo empleado.
 
El límite de resolución es directamente proporcional a la longitud de onda de la luz empleada, es decir, que a menor longitud de onda, menor será el límite de resolución, y a mayor longitud de onda, mayor será el límite de resolución.
 
El límite de resolución es inversamente proporcional a la apertura numérica (AN) de una lente, es decir, que a menor AN, mayor será el LR, y a mayor AN, menor será el LR. Abbe determinó que el parámetro AN es igual a η.senα; donde η es el índice de refracción del medio interpuesto entre el preparado y el objetivo (aire η = 1; agua η = 1,33; aceite η = 1,515; vidrio η = 1,52) y el seno α corresponde al seno del semiángulo de apertura de la lente objetivo (fig. 2.5).
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Figura 2.5

 
Esquema de un objetivo. Obsérvense los rayos lumínicos que ingresan en el objetivo para formar la imagen. Los rayos más periféricos que penetran en el objetivo para formar la imagen determinan el ángulo de apertura. Se indican el semiángulo del mismo (α), el cual se emplea en el cálculo de la apertura numérica (AN). En el semiángulo izquierdo se observa que los rayos se refractan (desvían) menos cuando el medio interpuesto entre el objetivo y el preparado es aceite de inmersión, y un mayor número de rayos colabora en la formación de la imagen. En el lado derecho, los rayos se refractan (desvían) más cuando el medio interpuesto entre el objetivo y el preparado es aire, y un menor número de rayos colabora en la formación de la imagen. 








El ángulo de apertura es el ángulo limitado por los rayos más periféricos que parten del objeto y penetran en la lente para formar la imagen. La imagen dependerá del número de rayos que, entrando a la lente objetivo, colaboren en su formación. Conceptualmente, cuanto mayor sea el número de rayos que entren, mejor será la calidad de la imagen. Esto se logra con lentes que tengan un mayor ángulo de apertura, o bien, dada una misma lente, variando el medio interpuesto entre el preparado y la lente objetivo. Si el medio es aire (η = 1), los rayos se refractarán más (se desviarán respecto de la normal) al salir de la superficie del cubreojeto y será menor el número de rayos que participen en la formación de la imagen. Si se interponen medios como el agua (η = 1,33) o el aceite de inmersión (η = 1,515), la refracción de los rayos será menor y, por tanto, en el objetivo penetrará un número mayor de rayos para formar la imagen (v. fig. 2.5).
 
Finalmente, estos razonamientos nos conducen a la siguiente fórmula:
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donde K = 0,61. Sabiendo que:
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Reemplazando en la primera ecuación resulta:
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Empleando los conceptos previos es posible deducir cómo se puede mejorar el poder resolutivo de un microscopio óptico. Debemos disminuir el LR, y para ello, una posibilidad es disminuir la longitud de onda de la luz empleada. Esto se logra colocando un filtro azul en el anillo portafiltro de la subplatina. La longitud de onda (λ) de la luz azul es 0,486 μm (4.860 Å) y es inferior a la λ de la luz monocromática (0,526 μm o 5.260 Å). La otra forma de disminuir el LR será interponer un medio de mayor índice de refracción (aceite de inmersión) entre el objetivo y el cubreobjeto para aumentar la AN.
 
Con la finalidad de realizar mediciones en microscopia, es necesario familiarizarse con las unidades de medida empleadas. En general, en la microscopia óptica las distancias o tamaños se miden en micrones, y en la microscopia electrónica se miden en nanómetros y Angström (medida del radio atómico) (v. cuadro 2.1).
 




5. Marcha de rayos y característica de la imagen

5.1. Conceptos generales



Las lentes objetivo y ocular poseen dos caras que pueden ser convexas (lentes biconvexas) o planoconvexas. Éstas son lentes de tipo convergentes, ya que los rayos que las atraviesan se acercan entre sí. Las diferentes partes de una lente (fig. 2.6) comprenden: a) el centro de curvatura (c.c.), que corresponde al centro de la circunferencia que se obtiene si se completa la convexidad de la cara de la lente (al ser dos caras hay, por tanto, dos c.c.); b) el eje principal (e.p.), que corresponde a la recta que pasa por los dos centros de curvatura; c) el centro óptico (c.o.), que es el punto de la lente en el cual todo rayo que lo atraviesa no se desvía; d) el plano principal (p.p.), que es el eje perpendicular al e.p. que contiene al c.o.; e) el foco principal imagen (f’) es un punto del e.p. en el que converge la imagen de un objeto ubicado en el infinito (fig. 2.7), y f) el foco principal objeto (f), que es el punto del e.p. en el cual debe ubicarse el objeto para que la imagen se forme en el infinito (fig. 2.8).
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Figura 2.6

 
Partes de una lente: c.c., centro de curvatura; c.o., centro óptico; e.p., eje principal; p.p., plano principal. 
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Figura 2.7

 
Foco principal imagen (f’) es un punto del eje principal en el que converge la imagen de un objeto ubicado en el infinito. 
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Figura 2.8

 
Foco principal objeto (f) es el punto del eje principal en el cual debe ubicarse el objeto para que la imagen se forme en el infinito. 








Los rayos incidentes (representados por flechas) en una lente biconvexa pueden seguir tres direcciones: a) si el rayo incidente es paralelo al e.p., se desvía pasando por f’ (fig. 2.9
); b) si el rayo incidente pasa por f, se desvía y emerge paralelo al e.p. (fig. 2.10), y c) si el rayo incidente atraviesa el c.o., el rayo no se desvía (fig. 2.11
)



Lente objetivo. La lente objetivo es un conjunto de lentes de corta distancia focal. El objeto (o) que hay que observar se debe encontrar entre el doble de la distancia focal (2f) y el foco principal objeto (f). La imagen (i) que resulta seráreal (imagen del lado opuesto a la lente), invertida (orientado en sentido inverso al objeto) y mayor (en tamaño) (fig. 2.12).
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Figura 2.9

 
Obsérvese que en una lente biconvexa, cuando el rayo incidente es paralelo al eje principal, se desvía pasando por f’. 
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Figura 2.10

 
Obsérvese que en una lente biconvexa, si el rayo incidente pasa por f, se desvía y emerge paralelo al eje principal. 
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Figura 2.11

 
Obsérvese que en una lente biconvexa, si el rayo incidente atraviesa el centro óptico, no se desvía.
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Figura 2.12

 
El objeto (O) que hay que observar se debe encontrar entre el doble de la distancia focal (2F) y el foco principal objeto (f). La imagen (i) que resulta seráreal, invertida y mayor. 









Lente ocular. La lente ocular hace foco con el objeto ubicado muy cerca de la lente, a menor distancia que la focal (f). En este caso, el rayo que pasa por el c.o. se prolonga hacia el lado donde está el objeto, hasta cruzarse con la línea que atraviesa el punto f’ (también hacia el lado del objeto), con lo cual la imagen serávirtual (imagen del mismo lado que el objeto), directa (orientado en el mismo sentido que el objeto) y mayor. Esto es lo que sucede también con la lupa (fig. 2.13).
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Figura 2.13

 
Obsérvese que el rayo que pasa por el centro óptico se prolonga hacia el lado donde está el objeto, hasta cruzarse con la prolongación del rayo que pasa por el punto f’. La imagen serávirtual, derecha y mayor. 









Combinación de las lentes objetivo y ocular y obtención de la imagen final. La imagen (i) que resulta de la lente objetivo (de corta distancia focal) será el objeto (o) para la lente ocular, que cae muy cerca de dicha lente, a menor distancia que la focal (f). En este caso, el rayo que pasa por el c.o. se prolonga hacia el lado donde está el objeto, hasta cruzarse con la línea que atraviesa el punto f’. La imagen final resultante de ambas lentes será entonces con respecto al objeto colocado en la platina del microscopio óptico, virtual, invertida y mayor (fig. 2.14).
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Figura 2.14

 
La imagen final (if) resultante de ambas lentes, objetivo y ocular, será con respecto al objeto (O) colocado en la platina del microscopio, virtual, invertida y mayor. 







 




6. Tipos especiales de microscopios ópticos

6.1. Microscopio invertido



El microscopio invertido permite la observación de cultivos celulares donde las células se encuentran adheridas al fondo de cápsulas de Petri. Como se mencionó previamente, la distancia a la cual se logra enfocar los preparados histológicos a gran aumento, con los microscopios ópticos convencionales, ronda alrededor de 0,16 a 1,17 mm. En consecuencia, ninguna célula cultivada que esté adherida al fondo de una cápsula de Petri podría ser observada desde arriba de la tapa de una cápsula con un microscopio óptico convencional. El problema se resolvió observando las células desde abajo de la cápsula donde los objetivos se pueden aproximar más al vidrio o al plástico con la finalidad de realizar el enfoque. El microscopio invertido tiene la fuente de luz y el condensador en la parte superior de la platina, sobre la cual se colocan las cápsulas de Petri con los cultivos. Debajo de la platina se encuentra el revólver con los objetivos. En el interior del microscopio, un sistema de prismas dirige la luz hacia las lentes del binocular a través del cual mira el observador. Estos microscopios pueden, además, estar equipados con sistemas de contraste de fase, de interferencia e incluso con una segunda fuente de luz ultravioleta y con filtros de fluorescencia. La incorporación de cámaras fotográficas permite tomar imágenes de los cultivos celulares. Finalmente, el agregado de calor a las platinas permite la observación durante tiempos prolongados de vida de los cultivos, y esto permite, a su vez, la filmación de cambios en las células en tiempo real.
 



6.2. Microscopio de fondo oscuro
 
El microscopio de fondo oscuro permite estudiar y/o detectar el relieve y la estructura superficial de células y microorganismos en preparados frescos sin colorear. Se usa para el estudio de suspensiones celulares, líquidos con partículas, sangre, serosidades, raspados de tejidos, etc. Fue muy empleado en el estudio del Treponema pallidum (agente etiológico de la sífilis) y en el estudio de los gránulos específicos de células de la sangre.
 
El microscopio de fondo oscuro es en esencia un microscopio óptico en el cual los rayos luminosos penetran en el objetivo en forma oblicua. De esa manera, el campo del microscopio se ve oscuro, pero al interponerse un elemento biológico, célula o microorganismo, cuyo índice de refracción es distinto al del medio o de la solución de la suspensión en la que se encuentra, sus propiedades ópticas determinan la refracción de los rayos (desvío), pudiendo ingresar a la lente objetivo, lo cual demuestra la presencia de la célula o microorganismo, o bien revela su estructura superficial. En general, las células y los microorganismos se ven brillantes sobre un fondo oscuro y no se observan sus detalles internos.
 
Técnicamente, un microscopio óptico se convierte en uno de fondo oscuro interponiendo un diafragma interceptor en el anillo portafiltro que deja pasar solamente los rayos luminosos periféricos. Algunos microscopios poseen un disco rotativo con distintos diafragmas para cada objetivo entre los cuales hay uno, identificado con la letra D (Darkfield, «campo oscuro» en inglés). Basta con rotar esta placa y seleccionar el diafragma D para convertir al microscopio óptico en uno de fondo oscuro. Otra alternativa es emplear una clase especial de condensador que puede ser de tipo parabólico o cardioide. Estos condensadores iluminan el preparado en forma oblicua, convirtiéndose en microscopios de fondo oscuro (fig. 2.15).
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Figura 2.15

 
Esquema de un condensador parabólico. Este tipo de condensador se usa para el campo oscuro. En el inserto se muestra un detalle del diafragma del mismo. Obsérvese cómo este dispositivo ilumina el preparado en forma oblicua. 











6.3. Microscopio de luz polarizada o de polarización
 
El microscopio de luz polarizada se emplea en biología para estudiar la presencia de moléculas o estructuras birrefringentes capaces de rotar el plano de la luz polarizada tales como el colágeno y los microtúbulos, en los tejidos normales; o cristales de oxalato, cuerpos extraños y sustancia amiloide en el medio extracelular de tejidos patológicos o anormales.
 
En esencia, todo microscopio óptico puede convertirse en un microscopio de luz polarizada si se interponen en el eje óptico dos prismas de un material denominado nicol, que son el polarizador y el analizador. El primero se coloca entre la fuente de luz y el condensador, mientras que el segundo se coloca en la parte superior del tubo del microscopio
óptico. La luz es una onda electromagnética que vibra en los 360° del espacio. Un prisma de nicol selecciona solamente uno de los planos de vibración. El polarizador y el analizador se pueden girar o rotar sobre sus ejes con la finalidad de hacer que éstos se encuentren paralelos (situación en la cual ambos dejan pasar las ondas que vibran en el mismo plano y, por tanto, se observa el campo iluminado), o se pueden encontrar a 90° uno respecto del otro (situación en la cual la luz no pasa y el campo se observa oscuro). Cuando se coloca un preparado con sustancias birrefringentes sobre la platina, éstas cambiarán el plano de la luz polarizada y se observarán oscuras en un campo iluminado o con brillo sobre un campo oscuro (fig. 2.16).
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Figura 2.16

 
Esquema de un microscopio de luz polarizada (vista frontal). A, analizador; P, polarizador. 1) Se observa que P está orientado igual que A; en consecuencia, la luz pasa a través de las lentes y el campo se observa completamente iluminado (R1). 2) Se observa que A está perpendicular respecto de P; en consecuencia, la luz no pasa a través de la lente ocular y el campo se observa oscuro (R2). 











6.4. Microscopia de contraste de fase e interferencia
 
Como se ha mencionado previamente, el funcionamiento del microscopio óptico se basa en la absorción de la luz visible por la célula o los tejidos. Pero, dado que los componentes celulares son casi transparentes, ofrecen poco contraste al ser observados en forma directa. En consecuencia, los tejidos son rutinariamente fijados y coloreados para su observación con el microscopio óptico. Se puede decir que nuestro conocimiento de las células y tejidos se ha obtenido, principalmente, con células muertas, en las cuales se trata de preservar lo máximo posible la estructura celular. Sin embargo, cuando se desea estudiar células vivas, el microscopio óptico no es adecuado. Los microscopios de contraste de fase e interferencia permiten el estudio de los tejidos vivos. En estos microscopios, el pequeño retardo de fase que experimentan las ondas al pasar por regiones de las células con distintas densidades se utiliza para crear interferencias constructivas o destructivas que producen un aumento o una disminución de la amplitud de la onda, lo que se traduce en aumentos o disminuciones del contraste de la imagen, respectivamente. Este tipo de recurso óptico permite observar las células vivas sin teñir. Un microscopio óptico puede convertirse en un microscopio de contraste de fase si se le incorporan un condensador anular, una placa de fase y objetivos ad hoc.
 
En los microscopios de contraste de fase e interferencia, las células se ven en sobrerrelieve sobre un fondo transparente, de modo que permite apreciar las diferencias entre el núcleo y el citoplasma, así como las especializaciones de membrana tales como microvellosidades, cilios, flagelos; pero además, por estar vivas, se pueden observar fenómenos dinámicos in vivo como el barrido ciliar, el movimiento flagelar, la contracción muscular, el movimiento ameboide e incluso el transporte anterógrado o retrógrado a lo largo de microtúbulos en las prolongaciones axonales de neuronas. En la microscopia de interferencia se observa, asimismo, una leve coloración natural de las preparaciones y se pueden hacer estimaciones cuantitativas en el tejido.
 
El microscopio de interferencia diferencial (DIC, differential interference contrast), o microscopio  de Nomarski, es el más usado en la actualidad. El empleo de cámaras de vídeo acopladas a ordenadores para realizar análisis o procesamiento de imágenes permite mejorar aún más la calidad realzando el contraste de las imágenes obtenidas por microscopia de fase o interferencia (video-enhanced differential interference contrast microscopy).

 



6.5. Microscopio de fluorescencia
 
Este microscopio permite observar sustancias autofluorescentes de los tejidos o colorantes fluorescentes (denominados fluorocromos) que, ligados a anticuerpos o sondas de ADN o ARN, se unen a sitios específicos en el interior de las células y tejidos. Estas sustancias emiten un color dentro del espectro visible cuando son excitados por una luz de longitud de onda muy corta (luz ultravioleta). Los microscopios de fluorescencia tienen una fuente de luz ultravioleta emitida por una lámpara de mercurio, un juego de filtros de excitación y de emisión y lentes objetivo especiales.
 
El tipo de microscopio de fluorescencia más usado en la actualidad es el denominado de epifluorescencia, porque en él se ilumina el preparado desde «arriba» a través de objetivos. La fuente emite una luz ultravioleta que pasa por un filtro de excitación que selecciona la longitud de onda de la luz que excita al fluorocromo, la luz pasa por el objetivo e incide sobre el tejido. El fluorocromo, presente en el tejido, emite luz de un color dentro del espectro visible que penetra en el objetivo, es seleccionada por un segundo filtro (de emisión) y el observador puede verla a través del ocular (fig. 2.17).
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Figura 2.17

 

A) Esquema de un microscopio de epifluorescencia. El filtro (1) selecciona la longitud de onda que excitará al fluorocromo (presente en la muestra) y éste emite una radiación de otra longitud de onda que el filtro (2) deja pasar y es observada a través del ocular. B) Imagen de una inmunofluorescencia tomada con el microscopio de epifluorescencia. En azul se observan los núcleos teñidos con colorante fluorescente DAPI; en verde (fluoresceína) se observan prolongaciones neuronales que contienen el receptor cannabinoide CB1; en rojo (rodamina) se observan cuerpos y prolongaciones neuronales conteniendo la proteína del citoesqueleto MAP2 (proteína asociada a los microtúbulos). 











6.6. Microscopio confocal
 
El microscopio confocal es un tipo particular de microscopio de fluorescencia. Estos microscopios también permiten observar preparados histológicos en los cuales se han empleado anticuerpos o sondas marcadas con fluorocromos, pero la calidad de la imagen es superior porque el foco se realiza en un único plano focal, y se elimina toda la información que está fuera de foco. Para lograr este tipo de imágenes, el microscopio confocal tiene como fuente de luz un rayo láser que recorre o escanea la superficie del preparado iluminándolo, el o los fluorocromos excitados emiten su luz que pasa por el orificio confocal muy pequeño (confocal pinhole) y es recogida por un detector electrónico o cámara conectada a un ordenador (computadora). El orificio confocal permite pasar la luz proveniente de un único plano focal e impide que pasen rayos de otros planos que generan ruido y enturbian la imagen (información fuera de foco) (fig. 2.18). La imagen obtenida es similar a un corte óptico en un plano focal de preparado, algo así como una tomografía óptica del preparado fluorescente. El microscopio confocal puede tomar imágenes en distintos planos focales de las secciones empleadas. Las imágenes se guardan en la memoria del ordenador y luego, empleando programas de reconstrucción tridimensional, se alinean y se reconstruye la estructura tridimensional de la célula contenida en la sección. Estos microscopios son muy requeridos en la actualidad. Algunos dispositivos inteligentes permiten transformar un microscopio óptico, de cualquier marca y modelo, en modernos microscopios confocales.
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Figura 2.18

 

A) Esquema de un microscopio confocal. B) Imagen de tejido con inmunofluorescencia tomada con el microscopio confocal.  
(Por cortesía de la doctora Trinidad Sáez.)





 





6.7. Microscopio de dos fotones
 
El microscopio de dos fotones o de excitación multifotónica es una variante del microscopio confocal que permite la observación tridimensional de colorantes fluorescentes, aplicable en células vivas. En este caso, solamente cuando dos o más fotones, emitidos por el láser, excitan simultáneamente a un fluoróforo, el mismo emite la luz. Esa emisión se produce tan sólo en el plano de enfoque del láser, con lo que se evita así la presencia de una placa con el orificio confocal pese a lo cual se obtiene una imagen tridimensional.
 
7. Microscopios electrónicos
 
A principios del siglo xx, el físico francés Louis de Broglie enunció su principio según el cual una partícula, cualquiera que sea su masa, tiene una onda asociada. Este principio le permitió pensar que un haz de electrones emite o se asocia con una onda cuya longitud se pudo calcular con la ecuación desarrollada por el mismo Broglie. Además, este enunciado teórico abrió las puertas para el desarrollo del primer microscopio electrónico realizado por Ernst Ruska en 1933, y del primer microscopio electrónico comercial fabricado por Siemens en 1939.

 
Los microscopios electrónicos son una familia de microscopios en la que se encuentran dos grupos principales: los microscopios electrónicos de transmisión (MET) y los microscopios electrónicos de barrido o de scanning (MEB). Más recientemente se sumaron los microscopios electrónicos de alto voltaje o alto poder resolutivo. En los MET, la sección es atravesada por el haz de electrones, mientras que en los MEB los electrones no atraviesan la muestra sino que chocan contra la superficie de la misma.
 



7.1. Microscopio electrónico de transmisión
 
El MET emplea una fuente que emite un haz de electrones o rayos catódicos cuya longitud de onda es inferior a la de la luz visible (λ = 0,054 Å si el voltaje es 50 kV y λ = 0,037 Å si el voltaje es 100 kV). Esto permite lograr límites de resolución de 2 a 5 Å, es decir, 0,2 a 0,5 nm, por lo que su poder resolutivo es superior al del microscopio óptico. El funcionamiento del MET se fundamenta en la dispersión del haz de electrones por estructuras de mayor densidad electrónica por contener átomos de mayor peso atómico. Dado que los tejidos están constituidos por moléculas biológicas en cuya composición intervienen átomos de bajo peso molecular, principalmente el carbono, el hidrógeno, el oxígeno y el nitrógeno, con la finalidad de aumentar la densidad electrónica de las estructuras biológicas (p. ej., membranas, proteínas fibrilares, cromatina, etc.), los tejidos son fijados con tetróxido de osmio y tratados con sales de metales pesados como son el acetato de uranilo y el citrato de plomo.
 
Las imágenes obtenidas con el MET permiten el estudio de ultraestructuras celulares, entre las cuales cabe mencionar todos los organoides celulares y sus detalles, los elementos del citoesqueleto y las membranas biológicas. Cabe destacar que los filamentos finos o microfilamentos del citoesqueleto (diámetro = 6 nm = 0,006 μm), los filamentos gruesos o microtúbulos (diámetro = 25 nm = 0,025 μm) y las membranas biológicas (espesor = 7,5 nm = 0,0075 μm) están muy por debajo del límite de resolución del microscopio óptico (LR = 0,2 μm = 200 nm). La ultraestructura celular no puede estudiarse empleando el microscopio óptico, por lo que el surgimiento del microscopio electrónico (LR = 2-5 Å, o sea, 0,2-0,5 nm) representó un gran avance en el conocimiento de la organización de los componentes de la célula (tabla 2.1
 y fig. 2.19).

 

Tabla 2.1
 

Comparación entre el microscopio óptico y el microscopio electrónico de transmisión





	
	Microscopio óptico
	Microscopio electrónico





	Utilidad
	Estudio de la estructura microscópica de órganos, tejidos y células
	Estudio de la ultraestructura celular



	Principio del funcionamiento
	Absorción de la luz
	Dispersión de los electrones



	Límite de resolución
	0,2 μm
	2-4 Å



	Poder resolutivo
	Bajo
	Alto



	Fuente de iluminación
	Lámpara
	Filamento incandescente



	Tipo de iluminación
	Luz visible
	Haz de electrones



	Longitud de onda
	5.500 Å
	0,037-0,086 Å



	Medio
	Aire, presión atmosférica
	Columna al vacío



	Lentes
	Cristal o vidrio
	Bobinas electromagnéticas



	Características de la imagen
	Mayor, virtual e invertida
	Mayor, real, derecha o invertida



	Otras características de la imagen
	Color
	Blanco y negro



	Características del tejido
	Muerto o vivo
	Muerto









[image: image]
 

Figura 2.19

 
Esquema comparativo del microscopio óptico (MO) y electrónico de transmisión (MET). Se han cambiado las dimensiones para permitir compararlos y la marcha de la luz en el MO se representa de forma invertida para facilitar la comparación correlativa. 1, ocular; 2, objetivo; 3, diafragma; 4, fuente. 








Esencialmente, el MET consta de una columna de alto vacío que posee un filamento o cátodo, en el extremo superior de la columna, alimentado por una fuente de alto voltaje, que emite un haz de electrones que viaja por el vacío hasta el extremo inferior de la columna, donde se encuentra una pantalla fluorescente que brilla o se ilumina al recibir el impacto de los electrones. A lo largo de su recorrido, el haz de electrones es condensado y acelerado por bobinas electromagnéticas (condensadora, objetivo y proyectora) que cumplen la función de las lentes de cristal del microscopio óptico. Entre la lente condensadora y la lente objetivo se ubica el preparado, que en este caso es sumamente fino (aproximadamente, 100 nm) y se monta sobre una grilla metálica que generalmente es de cobre.
 
El haz de electrones atraviesa la muestra biológica, pero los electrones se dispersan en las membranas, en las zonas de heterocromatina y en todas aquellas estructuras del preparado donde se depositan las sales de metales pesados (uranilo y plomo) durante la preparación (las zonas denominadas electrodensas). Por el contrario, los electrones pasan fácilmente a través de las zonas libres de organoides del citosol sin dispersarse (zona electrolúcida). Así se genera una especie de «sombra china» de la célula que es proyectada por el haz de electrones sobre la pantalla fluorescente. El observador tiene la opción de ver esa imagen en la pantalla a través de una pequeña ventana, y puede amplificar detalles y/o hacer foco en la misma gracias a una lupa binocular accesoria incorporada al microscopio. La imagen puede ser fotografiada mediante una cámara convencional o analógica ubicada debajo de la pantalla, o interpuesta en el eje del microscopio después de la lente proyectora. Hoy en día se emplean cámaras digitales que se conectan a ordenadores. Esto permite observar las imágenes en un monitor en tiempo real y almacenarlas en el disco duro del ordenador, en un CD o en un pendrive.
 
Entre las ventajas que ofrecen los microscopios electrónicos de alto voltaje o alto poder resolutivo, en los cuales se alimenta al filamento con un voltaje de 200 kV hasta 3 Megaelectron Volt, cabe destacar un mayor poder resolutivo, la mayor penetración del haz, el estudio de especímenes de mayor grosor y la posibilidad de disminuir las aberraciones y el calentamiento de la muestra por irradiación. Estos microscopios, que son variantes del MET, permiten analizar muestras más gruesas, de hasta 5 μm de espesor, gracias a su alto voltaje. El empleo de estos microscopios ha permitido obtener información tridimensional de la organización del citoesqueleto, e incluso se han podido introducir células vivas (bacterias y células en cultivo) en pequeñas cámaras especiales para su estudio. Sin embargo, el daño que ocasionan los rayos a las muestras es considerable hasta el momento. Estos microscopios son de grandísimas dimensiones, miden 10 metros de altura, ocupan dos o tres plantas de edificios de investigación, y hay muy pocos disponibles en el mundo.

 
La microscopia crioelectrónica (cryoelectronmicroscopy) es otra variante de la MET en la cual las muestras son congeladas inmediatamente en nitrógeno o helio líquido para evitar las modificaciones introducidas por los métodos de procesamiento del material para microscopia electrónica convencional (v. cap. 3). El agua de las células pasa al estado vítreo en lugar de cristalizarse, y las moléculas se encuentran en un estado denominado nativo.
 



7.2. Microscopio electrónico de barrido o scanning

 
Los MEB o scanning permiten obtener información de la morfología de la superficie celular con un alto grado de resolución. En este caso, los electrones son producidos también por un filamento incandescente en una columna con alto vacío. Los electrones son acelerados y concentrados por bobinas electromagnéticas; la última de estas bobinas, denominada de barrido, hace que el delgado haz de electrones barra, recorra o escanee la superficie de la célula o estructura objeto de estudio. Los electrones chocan con la superficie de las células, que está cubierta por una delgada película de carbón o metales como el oro, y se dispersan perdiendo energía (electrones secundarios) o se reflejan (backscattered electrons). Los electrones denominados secundarios son recogidos por un detector generando fotones que son amplificados y enviados a un osciloscopio para obtener la imagen. Las imágenes se muestran en forma tridimensional y la superficie de las estructuras biológicas estudiadas se ven en blanco y negro (p. ej., cilios, microvellosidades, barrera de filtrado glomerular, etc.) (fig. 2.20).
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Figura 2.20

 
Esquema de un microscopio electrónico de barrido (MEB) o scanning. F, filamento; A y B, lentes (bobinas electromagnéticas); C, preparado; D, detector; FA, fotomultiplicador; O-Tv, osciloscopio o monitor de televisión. 








8. Telemicroscopia
 
La telemicroscopia es un recurso novedoso que permite emplear un microscopio electrónico a distancia con sólo tener un ordenador conectado a la red (web). De esta forma, un investigador o un patólogo puede enviar sus muestras a centros de microscopia electrónica a distancia y verlas desde el ordenador de su laboratorio o consultorio al mismo tiempo que el operador recorre el preparado a miles de kilómetros, e incluso puede manejar de forma remota el microscopio desde su laboratorio una vez que el operador, por ejemplo, pone la grilla en el interior del microscopio electrónico.
 
9. Análisis de imágenes
 
Durante años, la observación microscópica fue descriptiva y la cuantificación (determinación de números de células, tamaños, diámetros, perímetros y de intensidad de reactividad) fue tediosa y muchas veces subjetiva. Inicialmente se emplearon pequeñas reglas o retículos en los oculares de los microscopios que permitieron establecer tamaños de estructuras y células. Cuando se emplearon técnicas histoquímicas fue común decir que la reacción era positiva o negativa, y en el primer caso era posible leer que había dos o tres grados de reactividad (+, ++, +++), lo cual dependía en gran medida del observador.
 
Con el progreso de la informática y el advenimiento de la digitalización de imágenes, fue posible aplicar programas de análisis procedentes de otras áreas del conocimiento o de la industria, como la metalurgia, que empleó programas en la búsqueda de fallas en los materiales o en las costuras de caños; o de la aeronáutica, que empleó los programas para mejorar y analizar imágenes aéreas y vía satélite.
 
La imagen digital puede entenderse como una sumatoria de puntos denominadas píxeles. El número de píxeles de la imagen habla de la resolución o calidad de ésta. La imagen digital puede mejorarse mediante funciones matemáticas de los programas de análisis de imagen para aumentar el contraste, el brillo, separar objetos, borrar artefactos, de forma similar a como lo hace el popular Photoshop. Los programas, además, pueden medir parámetros geométricos tales como distancias, diámetros máximos y mínimos, áreas y perímetros celulares en forma interactiva o automática. Estas determinaciones las realizarán en píxeles, y si previamente calibramos el equipo informándole de cuántos micrones corresponden a x píxeles, los resultados que aporte el equipo serán expresados en micrones. Las determinaciones se pueden realizar en tejidos normales y en tejidos patológicos o bien en tejidos de animales tratados y sin tratar, lo cual demuestra la gran utilidad de estos programas.
 
Asimismo, los ordenadores son capaces de discriminar 256 grados de grises distintos entre el blanco y el negro, mientras que el ojo humano solamente ve 10 u 11 grados de grises. Esto significa que el ordenador puede discriminar, muchísimo más que el ojo humano, diferencias en reacciones colorimétricas como son las reacciones histoquímicas e inmunocitoquímicas de los tejidos (v. cap. 3). Este tipo de determinaciones, denominadas densitométricas, no permiten establecer la concentración absoluta de una sustancia en un tejido, pero permiten realizar determinaciones relativas de la concentración de sustancias cuando los tejidos normales y patológicos, o tratados y sin tratar, son teñidos al mismo tiempo con técnicas histoquímicas o inmunocitoquímicas.
 
Aunque los programas de análisis de imágenes eran engorrosos y difíciles de usar en sus inicios, los programas más modernos son más cómodos y se basan en un entorno Windows. Los costes de los programas han disminuido y su empleo se ha popularizado de tal manera que incluso existen algunos de dominio público en la web, como el Image J, desarrollado por el National Institute of Health de Estados Unidos (NIH) y que incluye un manual y una demo para su empleo.
 
10. Pasos que hay que seguir para hacer la descripción histológica de un preparado a nivel óptico
 
Para hacer la descripción de la estructura microscópica es necesario:
 



1. Comenzar utilizando el objetivo de menor aumento (objetivo de campo, o con el de menor aumento, 10× o «seco débil»). Se obtiene una imagen más o menos panorámica del preparado histológico.

2. Con el objetivo de campo se puede deducir si el preparado corresponde a un órgano hueco, a un órgano macizo o si se trata de un extendido (o frotis).

3. Si el órgano es hueco, la descripción debe realizarse en forma ordenada desde la luz hacia la periferia, diagnosticando los tejidos que conforman las diferentes capas de la pared del órgano. Se debe prestar atención a la coloración, ya que ésta permite distinguir estructuras o células especiales en los tejidos.

4. Si el órgano es macizo, la descripción debe realizarse de forma ordenada desde la periferia hacia el centro, diagnosticando los tejidos presentes en el trayecto. La observación de la tinción homogénea o heterogénea permitirá distinguir estructuras o células especiales en esos tejidos. Es importante considerar si dicho órgano macizo tiene o no cápsula, si presenta tabiques, si se organiza en lóbulos y/o lobulillos, corteza y médula, estructuras que se repiten o aspecto alveolado.

5. Si se trata de un extendido hay que evitar las zonas de mayor aglomeración celular, ya que para estos preparados habrá que hacer el diagnóstico de los tipos celulares presentes y eventualmente contarlos. Hay que tener en consideración, además, que en este caso no se observarán cortes sino células enteras.
 
11. Pasos que hay que seguir para hacer la descripción histológica de un preparado a nivel subcelular
 
Para hacer la descripción de la ultraestructura es necesario:
 



1. Tener en cuenta que la imagen, vista directamente en el MET, en el monitor de un ordenador o en una fotomicrografía, es una imagen en blanco y negro, presentando todos los rangos de grises intermedios, salvo que se haga algún falso color, para lo cual es preciso haber informado previamente.

2. La imagen que se obtiene del MET permite observar parte de células, células enteras, sustancia intercelular y elementos intracelulares. Sólo cuando se utilizan aumentos muy bajos (2.500×) pueden observarse estructuras formadas por varias células, pues a aumentos altos (de 20.000× a 100.000×) sólo es posible diagnosticar estructuras y detalles ultraestructurales. Así, la zona que fue atravesada por los electrones se verá electrolúcida, y en cambio se verá electrodensa la zona donde los electrones fueron retenidos por los metales pesados utilizados en la preparación del material (osmio, plomo, uranilo), lo cual depende de la composición química del elemento predominante.

3. Se distinguen con relativa facilidad el núcleo con el tipo de cromatina (laxa o densa), y según el estado de la célula, los cromosomas, los poros nucleares, el nucléolo y la membrana plasmática de las células, las diferenciaciones de membrana, el citoesqueleto; las diferentes organelas (mitocondrias, peroxisomas, vesículas, inclusiones citoplasmáticas); los componentes del sistema de endomembranas (retículos endoplasmáticos rugoso y liso, Golgi, lisosomas). Asimismo, se distinguen especializaciones de membrana que permiten el anclaje celular; por ejemplo, los desmosomas, las sinapsis químicas, la organización del citoesqueleto celular (p. ej., los distintos componentes del sarcómero en la célula muscular), la organización de la matriz extracelular (las fibras de colágeno con su periodicidad característica).
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Autoevaluación
 
Preguntas




1. ¿Qué es el límite de resolución y el poder resolutivo? ¿Cómo se calcula el límite de resolución de un microscopio?

2. ¿Cómo se puede optimizar el poder resolutivo de un microscopio óptico?

3. ¿Qué microscopios permiten observar células vivas que no han sido coloreadas?

4. ¿Cuál es la utilidad y el fundamento del microscopio electrónico de transmisión?

5. Mencione cinco diferencias entre el microscopio óptico y el microscopio electrónico de transmisión.

6. ¿Qué diferencias existen entre el microscopio electrónico de transmisión y el microscopio electrónico de barrido?

7. ¿El microscopio de fluorescencia tiene el mismo poder resolutivo que el microscopio óptico? Fundamente su respuesta.

8. ¿Qué ventajas tiene la observación empleando el microscopio confocal respecto al microscopio de fluorescencia o de epifluorescencia?

9. ¿Es posible realizar determinaciones morfométricas de imágenes de microscopia electrónica de transmisión? Fundamente su respuesta.

10. Si no dispone de un microscopio electrónico de transmisión en su lugar de trabajo, ¿cómo puede analizar sus muestras usted mismo sin moverse de su lugar de trabajo?

Respuestas




1. El límite de resolución (LR) es la menor distancia a la cual dos puntos pueden distinguirse como tales. Este valor puede ser medido y es una distancia cuyo valor es de aproximadamente 0,1 mm para el ojo humano y de 0,2 μm para el microscopio óptico.

El poder resolutivo (PR) es la capacidad del instrumento para resolver o distinguir dos puntos muy cercanos. Esta capacidad carece de unidades y de valores numéricos.

El límite de resolución se calcula con la siguiente fórmula: LR = 0,61. λ/η.senα, donde λ es la longitud de onda de luz empleada para iluminar el microscopio, η es el índice de refracción del medio y sen-α es el seno del semiángulo de apertura.

2. El microscopio óptico se puede optimizar empleando una luz de menor longitud de onda para iluminarlo (luz azul), lo cual se logra poniendo un filtro azul en el anillo portafiltro de la subplatina. Al disminuir la longitud de onda, disminuye el límite de resolución y aumenta el poder resolutivo.

Otra posibilidad es introducir una gota de aceite de inmersión entre el portaobjeto y el objetivo, cuando se utilizan objetivos de inmersión. El aceite de inmersión tiene un mayor índice de refracción, por lo que se disminuye el límite de resolución y se aumenta el poder resolutivo.

3. Se pueden utilizar microscopios de contraste de fase o de interferencia. En algún caso puntual se puede usar el microscopio de fondo oscuro.

4. La utilidad del microscopio electrónico de transmisión radica en que permite estudiar la ultraestructura de las células. Se basa en la dispersión de los electrones.

5. Las diferencias se enumeran en la tabla 2.1.

6. Mientras que los microscopios electrónicos de transmisión informan del interior de las células y revelan los detalles de la ultraestructura, los microscopios electrónicos de barrido o scanning permiten obtener información de la morfología de la superficie celular con un alto grado de resolución. En el primer caso, los electrones atraviesan la muestra salvo en aquellos sitios donde se han depositado metales pesados, y generan una imagen negativa de ésta. En el segundo caso, los electrones chocan con la superficie de las células, que está cubierta por una delgada película de carbón, y los electrones denominados secundarios son recogidos por un detector generando fotones que son amplificados y enviados a un osciloscopio para obtener una imagen. Las imágenes se muestran en forma tridimensional en blanco y negro.

7. Los microscopios de fluorescencia utilizan una fuente de luz ultravioleta cuya longitud de onda es inferior a la luz visible, por lo que el límite de resolución es menor y el poder resolutivo es mayor que el de un microscopio óptico de luz.

8. El microscopio confocal, al igual que el microscopio de fluorescencia, permite observar imágenes de células teñidas con métodos como la inmunofluorescencia pero con un foco mucho más preciso, porque elimina toda la información que está fuera de foco mediante el empleo de un pequeño orificio confocal. Además, las imágenes provenientes de los distintos planos focales se pueden guardar en la memoria del ordenador y realizar una reconstrucción tridimensional de las células.

9. Sí, es posible realizar el análisis de las imágenes de microscopia electrónica. Los microscopios electrónicos actuales poseen cámaras digitales, de tal modo que las imágenes pueden analizarse y medirse empleando los programas al igual que las imágenes provenientes de microscopia óptica o de fluorescencia. En los microscopios electrónicos de transmisión que no poseen cámaras digitales, es posible escanear los negativos y hacer un análisis morfométrico de estructuras subcelulares sobre esas imágenes digitalizadas.


10. Es posible analizar las muestras gracias a la telemicroscopia. Las muestras se pueden enviar por correo a un centro de microscopia electrónica que posea el sistema de telemicroscopia. El técnico coloca las grillas en el microscopio, y el investigador o patólogo, en su propio laboratorio o consultorio, puede ver las imágenes en la pantalla de su ordenador e incluso mover el preparado con su ratón.
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