	GUÍA DE TRABAJO PRÁCTICO


  Los tejidos conectivos son un grupo de tejidos bastante polimorfos caracterizados por poseer distintos tipos de fibras y células contenidas en una sustancia fundamental. Hay tejidos conectivos propiamente dichos cuya función es de sostén y tejidos conectivos especializados en su función como lo son la sangre, el tejido óseo, cartilaginoso y adiposo.
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Microscopía 10 X

Coloque el preparado histológico en la platina del microscopio y enfóquelo con el objetivo seco débil.

Si observa atentamente podrá establecer la clasificación del tejido conectivo en cuestión. 

Si hay más fibras que células el tejido conectivo es denso, a su vez, si las fibras están dispuestas en una sola dirección éste es denso regular, mientras que si la disposición de las fibras es en todas las direcciones el tejido conectivo es denso irregular.

En el tejido conectivo denso elástico predominan las fibras elásticas sobre las demás fibras, éstas se agrupan formando haces de curso paralelo separados por tejido conectivo laxo (ver más adelante). Las fibras elásticas tienen un diámetro de 5 a 15 mm, aspecto homogéneo, presentan marcadas ondulaciones, no tienen refringencia y con Hematoxilina -Eosina su visualización es dificultosa por lo que conviene observarlas con tinciones especiales como lo son la Resorcina-fucsina de Weigert (color púrpura a las fibras elásticas), la Hematoxilina férrica (sirve solo para ver las fibras elásticas gruesas negras) o la orceína. (se liga a las fibras elásticas tornándolas púrpura intenso).

En el tejido conectivo denso colágeno predominan las fibras colágenas sobre las demás fibras; entre las células, pueden observarse principalmente núcleos de fibroblastos. Las fibras colágenas se presentan como trayectos ondulantes de color rosado en coloraciones con Hematoxilina - eosina. Su diámetro puede ser desde 1 micras hasta 12 micras y están compuestas por fibrillas de 0.3 a 0.5 micras de diámetro visibles al mover el tornillo micrométrico del microscopio. Existen muchas tinciones especiales que permiten visualizar muy claramente las fibras colágenas tales como la tinción tricrómica de Azán en la que las fibras colágenas se tiñen azules y la tinción tricrómica de Van Gieson en la que se tiñen de un color rojo intenso.
En éste punto es importante diferenciar el tejido conectivo denso colágeno del músculo liso. Esta diferenciación puede hacerse sobre la base de la morfología y ubicación nuclear así como teniendo en cuenta la coloración que toman las fibras colágenas y el citoplasma de las células musculares lisas. Los núcleos de los fibroblastos  son ahusados, de extremos puntiagudos, de cromatina condensada y negros mientras que los de las células musculares lisas tienen extremos romos y cromatina laxa. Por otra parte, éstos últimos están ubicados centralmente en las fibras musculares mientras que los primeros están dispuestos en hileras entre las fibras colágenas. También sirve para ésta diferenciación el color del colágeno (con Hematoxilina - Eosina) respecto al de la célula muscular, él colágeno adopta una coloración más eosinófila. 
Si hay más células que fibras, el aspecto es más heterogéneo y las fibras están cruzadas en todas las direcciones el tejido conectivo es clasificado como laxo.

En el tejido conectivo laxo elástico, si bien las fibras predominantes son las elásticas debido a su diámetro pequeño (0.2 -1 micras) son imposibles de visualizar con Hematoxilina - Eosina y deben usarse las tinciones especiales vistas arriba.

El tejido conectivo reticular está compuesto por una estrecha red de fibras reticulares entre las que hay células reticulares. Las fibras reticulares son muy delgadas (0.5 a 2 micras) e invisibles en el microscopio óptico salvo que se realicen tinciones especiales como por ejemplo con Plata (tinciones Argénticas) con la que se ven negras sobre fondo gris. El núcleo de las células reticulares se ve como puntos negros entre la red de fibras.

Microscopía 45 X
Una vez clasificado el tejido conectivo puede procederse a observar detalles del mismo. Para esto ubique en el medio del campo lo que desea ver con mayor detalle y cambie al objetivo seco fuerte. Con éste aumento es posible observar mejor las células así como también las fibras.

Si bien en los tejidos conectivos se verán principalmente fibroblastos y puede ser posible ver los otros tipos celulares (en especial las células fijas ya que las libres en su mayoría se eliminan durante el tratamiento histológico). El siguiente cuadro lo ayudará a realizar dicha clasificación. Los diámetros celulares no tienen importancia en valor absoluto pero sí relativamente unos con otros.
	Célula
	Diámetro
	Características principales

	Fibroblasto
	Variable. promedio : 20 micras
	Núcleo en forma de huso con cromatina granular, citoplasma que se confunde con la periferia.

	Fibrocito
	Variable. Promedio : 15 micras
	Núcleo fusiforme, cromatina condensada, extremos puntiagudos, negro. Citoplasma no visible.

	Adipocito
	120 micras
	Aspecto de célula vacía en anillo de sello.

	Macrófago
	12-30 micras
	Núcleo con cromatina más condensada que la del fibroblasto, citoplasma de aspecto heterogéneo, muy vacuolado, de bordes irregulares.

	Monocito
	14-20 micras
	Núcleo en herradura con cromatina laxa, citoplasma basófilo con gránulos azurófilos.

	Plasmocito
	10-20 micras
	Núcleo excéntrico pequeño con cromatina en rueda de carro, citoplasma granular, citoplasma basófilo.

	Linfocito
	7-10 micras
	Núcleo redondo o ligeramente arriñonado, grande, citoplasma basófilo.

	Leucocito eosinófilo
	10-12 micras>
	Núcleo bilobulado con puente cromatínico delgado y citoplasma con gránulos eosinófilos.

	Mastocito
	variable . Promedio : 20 micras
	Núcleo redondo excéntrico, citoplasma repleto de grandes gránulos basófilos.
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Entendemos a la sangre como un tejido conectivo altamente especializado.

La obtención y observación de un frotis de sangre periférica difiere en algunos aspectos con respecto a los preparados histológicos que hemos estado viendo hasta el momento:

   1. Esta preparación es una monocapa de células entre las cuales no vamos a distinguir sustancia intercelular alguna, no porque no la posea, sino porque no se colorea debido a que está constituída en un 90% por agua.

   2. Un frotis de sangre periférica se realiza con una gota de sangre fresca que se extiende sobre un protaobjeto con ayuda de otro que se denomina extensor y se deja secar al aire.

   3. Para la fijación se emplea metanol puro en lugar de formol 10%.

   4. La coloración que se utiliza es la de May Grünwald-giemsa o simplemente Giemsa. El colorante de May Grünwald es una solución metílica de eosinato de azul de metileno y el Giemsa es una solución metílica de azur II y eosina.

   5. Los extendidos de sangre una vez coloreados no se montan como los preparados histológicos (con bálsamo y cubreobjeto), se secan y están listos para ser observados.

   6. Para el estudio de las células de la sangre utilizaremos por primera vez el objetivo de 100X, que nos dará un aumento total de 1000X. Para esto se coloca aceite de inmersión entre la lente frontal del objetivo y el preparado.

Como estamos acostumbrados a estudiar los preparados con objetivos de bajo aumento, comenzaremos con el objetivo de 40X. Observamos una gran cantidad de células de pequeño tamaño, sin núcleo y de color rosado las que corresponden a eritrocitos o hematíes (glóbulos rojos). Estas células constituyen el 95 a 99% del total del volúmen celular sanguíneo. 
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Eritrocitos X1000 May Grünwald – Giemsa
Intercalados entre los eritrocitos observaremos a los leucocitos, de los cuales existen 5 tipos, los que se distinguen claramente por ser células nucleadas y de mayor tamaño. Para identificar sus características utilizaremos el objetivo de 100X.

Antes de rotar el revólver del microscopio para posicionar este objetivo debemos colocar sobre el portaobjeto una gota de aceite de inmersión y luego enfocar con extremo cuidado ya que la distancia frontal del mismo es sumamente pequeña. Una vez que logramos el foco, podemos observar con claridad el aspecto de los hematíes, anucleados, de color rosado, teñidos por la eosina. Miden aproximadamente 7 micras de diámetro, tienen forma redondeada con un centro más claro y una periferia de color más intenso, lo que se debe a la forma de disco bicóncavo que tiene esta célula.

A continuación, si recorremos el preparado encontraremos las distintas células blancas o leucocitos, pudiendo distinguir los 5 tipos:
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Para ubicarnos en el tamaño de estas células recordemos el correpondiente al eritrocito.

Los neutrófilos (60-65% del total de los leucocitos) miden entre 10 y 15 micras, es decir que lo veremos de aproximadamente el doble del tamaño de un eritrocito. Estas células tienen un núcleo multilobulado, con 2 a 5 lóbulos, fuertemente basófilo. Su citoplasma es eosinófilo, claro, en el cual podemos observar los gránulos azurófilos (toma el azur) o primarios distribuídos irregularmente, de color azul o púrpura intenso. Los gránulos neutrófilos o específicos no se observan por ser muy pequeños.
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Neutrófilo X1000 May Grünwald - Giemsa

Los eosinófilos tienen un tamaño similar al de los neutrófilos, se encuentran en menor cantidad, del 1 al 3% del total de los leucocitos. El citoplasma es ligeramente basófilo, pero en general no podemos observarlo debido a la presencia de gran cantidad de granulaciones gruesas que lo cubren totalmente, dejando libre el núcleo. Este presenta en general dos lóbulos.
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Eosinófilos X1000 May Grünwald - Giemsa

El último tipo de leucocito polimorfonuclear es el basófilo, es el menos abundante, se encuentra en un porcentaje menor al 1%, razón por la cual es difícil encontrarlos en los extendidos. Son algo más pequeños que los anteriores, con un diámetro promedio de 10 micras. Su citoplasma es acidófilo y está cubierto por granulaciones grandes, irregulares, de color negro purpúreo que cubren también el núcleo. Por esta causa no es posible observar claramente su forma.
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Basófilo (elemento inferior) X1000 May Grünwald - Giemsa

A continuación describiremos los dos tipos de leucocitos monomorfonucleares. Esto merece una breve aclaración, todos los leucocitos son mononucleares, tienen un solo núcleo. En algunos textos se puede encontrar a los linfocitos y monocitos como leucocitos mononucleares, lo que no es correcto ya que dijimos que todos lo eran. Lo que se observa es la segmentación de un único núcleo en los leucocitos neutrófilos, eosinófilos y basófilos. Si los estudiamos con detenimiento veremos que estos lóbulos están unidos por finos hilos de cromatina. Hablamos entonces de lóbulos y no de distintos núcleos. Entonces diremos que existen leucocitos polimorfonucleares y monomorfonucleares.

También existe confusión cuando se habla de granulocitos, refiriéndose a los polimorfonucleares, y agranulocitos, respecto de los monomorfonucleares. Todos los leucocitos poseen gránulos azurófilos o primarios, además los polimorfonucleares poseen gránulos específicos o secundarios.
Los linfocitos constituyen aproximadamente el 30% del total de los glóbulos blancos. Se pueden encontrar de distintos tamaños, grandes, medianos y pequeños. Los linfocitos pequeños son los que se encuentran más comunmente y su diámetro es aproximadamente igual o ligeramente mayor al de un hematíe. El núcleo es redondo, basófilo, puede presentar agregados de cromatina y una pequeña escotadura en su contorno. El citoplasma se limita a una estrecha franja que rodea al núcleo de color azul-celeste; en general no se observan granulaciones en él.
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Linfocito (elemento superior) X1000 May Grünwald - Giemsa

Si encontramos linfocitos de tamaño mayor observaremos el núcleo desplazado hacia la periferia, mayor cantidad de citoplasma y algunas granulaciones azurófilas. La basofila del citoplasma de los linfocitos de debe al gran contenido de ARN y se puede tornar en un azul más intenso cuando son estimulados.

Frecuentemente puede observarse en estas un halo perinuclear más claro e incluso en los medianos y grandes puede verse la imagen negativa del complejo de Golgi cercana al núcleo.

Los monocitos son los leucocitos de mayor tamaño, con un diámetro de 15 a 20 mm, casi tres veces el de un eritrocito. El núcleo es grande y presenta polimorfismo, puede ser redondo, oval o en forma de herradura, esta última es la más característica; puede encontrarse central o excéntrico. La cromatina es laxa, reticular, suele decirse que presenta aspecto cerebroide.
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Monocito (sup.) y neutrófilo en banda (inf.) X1000 May Grünwald - Giemsa

En el citoplasma no se observa el halo perinuclear característico de los linfocitos, es abundante, levemente basófilo, de un color gris azulado con granulaciones azurófilas dispersas. Podríamos decir que el aspecto del citoplasma es ligeramente "sucio" en contraste con el del linfocito que es "traslúcido".

Resta describir los elementos formes más pequeños de la sangre que son las plaquetas o trombocitos. No se trata de células, sino de porciones de escindidas del citoplasma de una célula gigante que se encuentra en la médula ósea y se denomina megacariocito.

Son muy pequeñas, miden entre 2 y 3 micras, de forma irregular, aunque en los extendidos de sangre periférica se observan redondeadas.

Presentan un color pardusco tenue y se pueden observar tanto aisladas como agregadas, debido a una de las características propia de estos elementos de unirse para formar el tapón que impide las hemorragias (pérdida de sangre).

Su número en circulación oscila entre 200.000 y 400.000 por ml de sangre, es decir que vamos a encontrarlas fácilmente en el frotis.
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Plaquetas X1000 May Grünwald - Giemsa

