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Resumen

El musculo esquelético es un tejido maleable y dindmico capaz de un alto grado de plasticidad con respecto a su configu-
racion histoldgica. En este sentido, el estudio microscopico es una herramienta importante y esencial para el analisis de los
procesos adaptativos —como la hipertrofia o los cambios de tipos de fibras—y la regeneracién o reparacion del musculo
esquelético después de la lesion, en las areas de la medicina deportiva y la traumatologia respectivamente. Mientras que con
microscopia éptica se aborda el estudio de los diferentes elementos constitutivos del musculo esquelético y sus relaciones
entre si que determinan la histoarquitectura del érgano, con microscopia electronica se realiza el andlisis ultraestructural que
permite relacionar estructura y funcion de las células individuales. Este articulo ilustra un enfoque pragmatico y practico, en
base a la experiencia personal y una revision de la literatura, desde las condiciones en la obtencion y envio de las muestras de
musculo esquelético al laboratorio a los procedimientos para prepararlas para su estudio histoloégico (secciones de criostato,
secciones de parafina y microscopia electrénica). Especialmente nos centramos en la descripcion del procesado por conge-
lacién y recomendaciones a seguir, al ser éste el método ideal para este tejido. El objetivo de este articulo es proporcionar
informacion til sobre el manejo de muestras de musculo esquelético que se procesan en el laboratorio de histologia para
lograr resultados éptimos y fiables en los anlisis microscopicos y como evitar los errores metodoldgicos que conducen a la
aparicion de artefactos que pueden llegar a dificultar o invalidar el estudio histoldgico.

Laboratory methodology for the histological study of skeletal muscle

Summary

Skeletal muscle is a malleable and dynamic tissue capable of a high degree of plasticity in regards to its histological confi-
guration. In this sense, microscopic study is an important and essential tool for the analysis of adaptive processes -such as
hypertrophy or changes of fiber types- and the regeneration or repair of skeletal muscle after injury, in the fields of sports
medicine and traumatology respectively. While light microscopy addresses the study of the different constitutive elements
into the skeletal muscle and their relationships with each other that determine the organ histoarchitecture, with electron
microscopy an ultrastructural analysis is carried out that allows to relate the structure and function of the individual cells.
This article illustrates a pragmatic and practical approach, based on personal experience and a review of the literature, from
the conditions in obtaining and sending samples of skeletal muscle to the laboratory to the procedures to prepare them for
histological study (sections of cryostat, paraffin sections and electron microscopy). Especially we focus on the description of
the processing by freezing and recommendations to follow, as this is the ideal method for this tissue. The aim of this article is
to provide useful information on the management of skeletal muscle samples that are processed in the histology laboratory
to achieve optimal and reliable results in microscopic analyzes and how to avoid methodological errors that lead to the
appearance of artifacts that can get to hinder or invalidate the histological study.
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Introduccion

La evaluacion microscépica del musculo esquelético es parte
esencial en el estudio de la histofisiologia muscular en la actividad
fisicay deportiva'?, lesiones musculares en el deporte® e investigacion
basica en miologia y miopatologia experimental®”. El conocimiento de
la histologfa del musculo esquelético permite entender los mecanismos
tisulares, celulares y moleculares implicados en las respuestas adaptativas
al ejercicio —hipertrofia, hiperplasia y remodelacion de tipos de fibras— o
en la regeneracién muscular postlesién®’. También permite conocer y
comprender los efectos especificos que sobre la estructura y funcion
de fibras musculares, células satélites, matriz extracelular, inervacion,
vascularizaciéon o uniones mioconectivas tienen determinados tipos de
ejercicios'®'?, sustancias'?, nutrientes', farmacos', estrategias rehabili-
tadoras'® o terapias en medicina regenerativa'’.

Para abordar el estudio microscopico del musculo esquelético se
requiere de instrumentos amplificantes como microscopios dpticos y
electrénicos ademds de técnicas que ponen de manifiesto los diferentes
componentes de su estructura (Figura 1). Asi, los rasgos estructurales
se abordan mediante técnicas histoldgicas, con técnicas histoquimicas
visualizamos actividades enzimaticas y no enzimdticas que ayudan a
tipificar la diversidad y distribucion de tipos de fibras o la identificacion
de determinadas sustanciasy con el empleo de anticuerpos y mediante
técnicas inmunohistoquimicas visualizamos y localizamos componentes
proteicos especificos tanto celulares como extracelulares.

Mientras que en secciones de biopsias 0 muestras musculares con
microscopia optica se lleva a cabo el estudio histoarquitectural o andlisis de
conjunto de todos los elementos que integran el musculo como érgano,
con microscopia electrénica abordamos el estudio ultraestructural o and-
lisis individualizado y detallado de cada uno de ellos'®. Otra metodologia
permite aislar fibras musculares para analizar con microscopia éptica en
fibras musculares individualizadas, el comportamiento de elementos
como mionucleos y células satélites'. Aunque menos utilizada por la
limitada informacion que puede ofrecernos, la microscopia electrénica
de barrido es otra opcién muy Util en el examen tridimensional de fibras
musculares y su relacion con las fibras nerviosas a nivel de placa motora
o el andamiaje conectivo del musculo esquelético? (Figura 1).

Metodologia de laboratorio para el estudio histolégico del musculo esquelético

En nuestra opinién, cualquier interesado en realizar algun tipo de
estudio microscopico sobre musculo esquelético debe de conocer el
procedimiento o metodologia a seguir con las muestras obtenidas,
fundamentalmente porque se trata de un tejido/érgano que precisa de
un protocolo muy especifico para su procesamiento en el laboratorio
que debe seguirse estrictamente para que la evaluaciéon histolégica
resulte optima?'. En el presente articulo se recogen el procedimiento,
metodologiay recomendaciones que permiten garantizar la adecuada
preparacion especifica de las muestras, esencial para la interpretacion
histolégica del musculo esquelético.

De qué musculo, qué cantidad y como
debe ser tomada la muestra

Tanto si se trata de musculo humano o de animales experimen-
tales el procedimiento de laboratorio a seguir es el mismo, salvo para
la toma de muestras. En ambos casos los requerimientos esenciales y
condiciones necesarias para la obtencién de la muestra y su correcto
envio al laboratorio son las mismas y debe seguirse escrupulosamente
para evitar que la muestra pueda quedar completamente inservible.

En musculo humano existen dos procedimientos estandari-
zados: biopsia abierta y biopsia con aguja?#. Mientras que ambos
procedimientos se emplean para el diagnostico de enfermedades
neuromusculares®, el segundo es el empleado para los estudios en
deportistas'®?*?, La biopsia abierta se lleva a cabo en quiréfano sin
una preparacion especial previa (consultar requerimientos especiales
en bibliografia especializada)?*?’. Tras la anestesia local se realiza una
pequefa incision cutdnea (2-3 cm) sobre el vientre del musculo, se
extrae un bloque de tejido muscular de 0,5 cm de didmetroy 1 cm de
longitud (equivalente al“ hueso de una aceituna pequena”) (Figura 2).
La biopsia con aguja requiere de un instrumento —la aguja modificada
de Bergstrom-, de la realizacién de una incision cutdnea (1cm) con
anestesia local, insertando la aguja hasta el plano musculary extrayendo
el musculo- (consultar requerimientos especiales en bibliografia espe-
cializada)?*?’*. Existe el riesgo de que la cantidad de musculo obtenida
sea insuficiente para realizar el diagnéstico y que el procedimiento

Figura 1. Diversidad de estudios microscopicos para el andlisis del musculo esquelético.
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Figura 2. Aspecto macroscépico de (a) un fragmento de musculo
humano tomado mediante biopsia abierta y (b) musculos com-
pletos tibial anterior in situ (TA), extensor digital largo (EDL) y
soleo (SOL).

SOL

de extraccion provoque artefactos en la muestra ademas de dificultar
mucho la correcta orientacion durante el montaje. Ciertos musculos no
pueden ser biopsiados con esta técnica. Los especimenes obtenidos
deben ser manipulados lo menos posible, evitando los estiramientos
y aplastamientos. Si la muestra estd ensangrentada la enjuagamos
répidamente en suero salino.

Tanto si se trata de biopsia o de cadaver, la toma de muestra debe
realizarse del vientre muscular. Los motivos son: a) es en ésta zona donde
las fibras musculares presentan su mayor area transversal, lo que resulta
esencial a la hora de valorar los tamanos de las fibras musculares y; b).
la zona préxima a la region miotendinosa deben evitarse (alejandose
al menos unos 2 cm) (salvo cuando el objetivo perseguido sea el es-
tudio de esa zona) ya que, ademds de que en su terminacion las fibras
musculares disminuyen su didmetro, presentan rasgos histolégicos que
si bien son normales, difieren notablemente de cualquier otras zonas
del musculo®. Tampoco se deben biopsiar musculos con traumatismo
reciente ni pinchados con anestésicos locales o agujas para electromio-
graffa; en cualquier caso la eleccion de los musculos para biopsia estd en
funcién de criterios médicos o cientificos en funciéon del objetivo que
se persigue. En estudios con musculos de cadaver los procedimientos
y recomendaciones son los mismos aunque la toma de muestras debe
realizarse dentro de las 24 horas posteriores a la muerte ya que este
intervalo postmortem no obstaculiza el andlisis histoquimico de los
tejidos autopsiados®; sin embargo no es recomendable el examen en
microscopia electrénica de musculo de autopsia por los efectos de la
autolisis postmortem?'. El estudio de muestras musculares de cadaveres
yafijados en formol no es recomendable por su gran propension a estro-
pearse generando artefactos en las fibras musculares como contraccion,
agrietamiento e incluso por fijacion imperfecta®'.

En investigaciones con animales de experimentacion, los musculos
objeto de estudio son generalmente extraidos por completo (Figura 2),
aunque para su procesamiento se toma también el vientre muscular.
La mayoria se realizan sobre los musculos séleo y extensor digital largo
(musculos tipicamente rojo y blanco respectivamente)® y sobre tibial
anterior y gastrocnemio, cuando se precisa para la investigacion un
mayor volumen muscular y de facil acceso en su manipulacién®.

Como enviar la muestra al laboratorio

Independientemente del tipo de estudio que se pretenda realizar,
una vez tomada la muestra debe serinmediatamente remitida al labo-
ratorio puesto que los procesos de autolisis celular comienzan desde el
mismo momento de la extraccion. Las indicaciones para su transporte
son las siguientes:

- Se transportard procurando que se mantenga fresca y humeda,
colocando una gasa empapaday escurrida en suero fisiolégico; en
ningun caso, se remitird sumergida (ni previamente sumergida) en
agua, suero fisioldgico o sustancias fijadoras ya que el exceso de
humedad genera posteriormente artefactos en la congelacion.

— Eltiempo transcurrido desde su obtencién hasta el inicio del pro-
cedimiento de preparaciéon en el laboratorio debe ser reducido.
El retraso por encima de 45 minutos en la llegada al laboratorio
puede provocar artefactos por hipercontraccion o deshidratacion
de las fibras musculares®. Aunque nunca debe superar las 4 horas*,
un retraso en la congelacion de hasta 48h no tiene efecto para la
histoquimica enziméatica®. En el caso de que la muestra no pueda
ser enviada al laboratorio inmediatamente recomendamos man-
tenerla mientras tanto en el frigorifico a 4°C. Otro método consiste
en que el musculo esquelético sea transportado en ACTP (medio
de preservacion de células/tejidos Aedesta™) ya que estd mejor
conservado y exhibe menos artefactos que el musculo transpor-
tado a través de métodos convencionales®.

Como procesar la muestra en el laboratorio

Una vez en el laboratorio la muestra se dividird en tres fragmentos,
dos para su andlisis en microscopia dptica 'y otro para microscopia elec-
trénica (Figura 3). Puede ser necesario tomar tejido para extraccion de
proteinas o de ADN en investigacion bioguimica y/o genética; el frag-
mento para estos estudios debe ser conservado a-70°C*?*"y seguir pos-
teriormente procedimientos diferentes al que se sigue para el estudio
microscopico y deben ser consultados en la bibliografia especifica?!.

Preparacion de muestras para microscopia 6ptica

Las muestras deben ser procesadas de manera que permitan la
posibilidad de recoger la maxima informacion de todos o de la mayoria
de los elementos que constituyen el musculo esquelético como érgano
(Tabla 1). Para garantizar que consigamos “ver” al microscopio lo que
buscamos es necesario conocer la histologfa muscular, de lo contrario
podemos preparar las muestras inadecuadamente inutilizando asf el
estudio. Por ejemplo, es fundamental conocer la disposicion de las fibras
musculares para orientar la muestra transversal o longitudinalmente, la
zona de linea motora para analizar placas motoras (conjuntamente con
estudios electrofisioldgicos)?, la composicion y distribucion de tipos de
fibras en un determinado musculo para la correcta evaluaciéon de las
variaciones porcentuales de las mismas, o las caracteristicas especificas
de las uniones mioconectivas para su justa valoracion en las lesiones
producidas a ese nivel.

En el procedimiento de preparacion de muestras para microscopia
Optica se pueden tomar dos fragmentos, uno para su fijacién en formol
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Figura 3. Resumen esquematico de las tres rutas de procesamiento aplicadas al tejido muscular esquelético.
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Tabla 1. Objetivos de analisis en el estudio histoarquitectural.

Microscopia 6ptica: estudio histoarquitectural

Rasgos histoldgicos generales de las fibras musculares:

- Forma y tamafo.

- Localizacion de los mionticleos.
- Tipos de fibras: porcentajes y distribucion intramuscular.

Células satélites.

Organizacion y relaciones de las cubiertas conectivas:

- Endomisio.
- Perimisio.
- Epimisio.

Elementos vasculares y su distribucion.

Elementos nerviosos:
- Nervios.

- Uniones neuromusculares.
- Husos neuromusculares.

Uniones mioconectivas:
- Miotendinosa.
- Miofascial.

al 10% e inclusién en parafinay otro para su congelacién en isopentano
enfriado en nitrégeno liquido. Sin embargo el primer tipo procesado (el
habitual seguido para cualquier otro tipo de tejido/érgano) tiene un
valor muy limitado en el caso del musculo esquelético. Las razones son:
a) la fijacion en formol e inclusién en parafina generan en la estructura
muscular cambios artefactuales que reducen la correcta interpretacion
microscépica® y; b) no permite preservar determinados componentes
celulares (enzimas, lipidos, etc.) lo que limita notablemente la tipificacion
detipos de fibras e impide el reconocimiento de determinados de tipos
de cambios que no pueden ser vistos en muestras procesadas con la
técnica histoldgica general®. En cualquier caso, recomendamos, siempre
que sea posible, guardar algun fragmento para el procesado habitual.

Procesado de muestras por congelacion

Es el método preferente para el estudio microscépico del musculo
esquelético ya que permite conservar intacta no solo la histologfa sino
también la estructura antigénica del tejido o su contenido enzima-
tico, ademas de actuar como método para detener la autolisis y la

Arch Med Deporte 2018;35(4):253-262
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putrefaccion tisular. La clave de una correcta fijacion del tejido por
congelacion radica en que su realizacion sea instantanea, ya que un
enfriamiento lento provoca la formacion de microcristales intracelulares
de hielo, susceptibles de agregarse con el paso del tiempo y de producir
rotura tisular que dificultan o impiden completamente el andlisis micros-
copico. Este problema es conocido como “artefacto de congelacion”y
se evita siguiendo algunas recomendaciones: i. el tamafio de la muestra
a congelar debe ser pequeno (1,0x 1,5 cm)* y ii. realizar la congelacién
empleando un mediador como el isopentano enfriado en nitrégeno
liquido porque agiliza la congelacion y evita la formacién de cristales
intracelulares que rompen a las fibras musculares cuando la congelacion
es lenta o se usa solo nitrégeno liquido®. El procedimiento completo
es como sigue y se debe insistir en que hay que ser extremadamente
cuidadoso en la manipulacion de la muestra para no provocar artefactos:

1. Tallado y montaje (Figuras 4a-f):

— El fragmento o espécimen muscular debe tener unas medidas
aproximadas de 4 mm de didmetro y de 8 a 10 mm de longitud
(Figura 4a). Si es muy grueso su interior no se congelard de forma
Optima. Para el tallado aconsejamos utilizar una cuchilla de afeitar
partida por su mitad; mientras que con una mantenemos sujeta la
muestra a la superficie, con la otra procedemos a cortar (Figura 4b).

— Se puede recurrir a la ayuda de una lupa microscopica para orien-
tar correctamente la muestra en el tallado, lo que es necesario
cuando las muestras han sido obtenidas mediante biopsia con
aguja (Figura 4q).

— El fragmento tallado es montado sobre una pequefa ldmina de
corcho (en cuya base habremos identificado la muestra) utilizando
OCT Compound Tissue®, aplicado sélo en el soporte de corcho
(Figura 4d) y siendo extremadamente cuidadosos para evitar que
el musculo quede embadurnado o cubierto por OCT® lo que pro-
ducirfa artefactos de congelaciéon muy severos al actuar como un
aislante que impide la congelacion rapida?’=.

— Durante este montaje la orientacion correcta de la muestra es
fundamental para obtener secciones transversales (tipo de corte
que se debe emplear para evaluar una biopsia muscular) por lo que
las fibras musculares deben quedar orientadas perpendiculares
con respecto a las superficies de montaje (soporte de corcho) y
de corte (cuchilla del criostato). Para ello nos ayudamos de pinzas
finas y agujas histoldgicas manteniendo el cuidado de no dafar
el tejido (Figura 4e).

— Siesdemasiado largo puede curvarse resultando en la oblicuidad
de las fibras musculares perdiendo éstas su orientacion transver-
sal*'. En nuestro laboratorio para evitarlo pinchamos una aguja en
el corcho para que actie como soporte evitando la caida de la
muestra en los momentos previos a la congelacion (Figura 4f). Una
vez congelada procedemos a la retirada de la aguja.

2. Congelacion (Figuras 4 g-I):

La congelacién del musculo esquelético requiere del empleo de
isopentano (2 metil-butano) ya que no puede ser directamente sumer-
gido en nitrégeno liquido. Esto es debido al relativo calor del tejido que
provoca la vaporizacion del nitrégeno liquido adyacente a él, actuando
como aislante para la congelacion y generando importantes artefactos®.
La solucion es congelar en isopentano enfriado en nitrégeno liquido,

el cual no penetra en el tejido niimpide o altera la realizacién posterior
de las técnicas de tincion.

El procedimiento de congelaciéon es como sigue:

— Veter 80 cc de isopentano en un vaso de precipitado de 100 ml
(Figura 4q).

— Suspender el vaso y sumergirlo en nitrégeno liquido (-160°C) (sin
que éste sobrepase el vaso) evitando que entre en el isopentano
(Figura 4h). La primera vez que se introduzca y mientras exista gran
diferencia de temperatura entre ambas sustancias, ocurrird una
gran vaporizacion del nitrégeno liquido que dificultara la vision del
vaso (Figura 4i). Este fendmeno suele disminuir a los 2-4 minutos.

— Al alcanzar la temperatura del nitroégeno liquido el isopentano se
congela apareciendo placas blancas que solidifican en las paredes
y fondo del vaso de precipitado, indicando que ha alcanzado la
temperatura del nitrégeno liquido (Figura 4j). En nuestro laboratorio
una vez que ha ocurrido esto retiramos el vaso de precipitado y
raspamos con cuidado su base y paredes hasta desaparecer las
placasy, a continuacion, repetimos el proceso y estd entonces listo
para proceder a introducir la muestra.

— Resumergir el vaso de precipitadoy la solidificacion de las paredes y
fondo serd muy répida. En este momento introducimos la muestra
en su soporte de corcho el vaso de isopentano utilizando para ello
unas pinzas largas (Figura 4k).

— Mantener el blogue en el isopentano durante 20 segundos (Figura
4l) y extraerlo (Figura 4m) pero con traslado inmediato al criostato
para proceder a la obtencion de los cortes.

Eltiempo de congelacion varia segun los diferentes autores (8 a 40
segundos) o bien porque utilicen otro mediador distinto al isopentano
como acetona y hielo seco o Freon 22.

3. Corte en criostato (Figuras 4 n-p):

— Latemperatura ideal para cortar musculo esquelético es de -20°C,
aunque en aquellas muestras que incluyan abundante tejido adi-
poso o tejido fibroso resulta mejor cortar a -22°C*.

— El soporte de corcho con la muestra seran montados sobre los
soportes metalicos del criostato mediante OCT® y esperaremos a
que quede solidificado y estable (Figura 4n). Tras lo cual lo fijamos
en el portabloques del brazo y lo orientamos con respecto a la
cuchilla (Figura 40).

— Seguidamente procedemos a rebajar la superficie de corte hasta
que sea lisa y uniforme y realizaremos los cortes del musculo,
siendo recomendables de 8-10 um para histoquimica'y de 4-6 um*'
0 5-7 um? para inmunohistoquimica. Para estudios citoquimicos
de pequefas estructuras como las placas neuromusculares se
recomiendan secciones de 2 um?®. En el caso de que se tenga
como objetivo estudiar la inervacién del musculo esquelético con
técnicas de impregnacion argéntica el grosor de los cortes debe
oscilar entre 50-100 um*2,

— Los cortes se recogen de la superficie de la cuchilla por aproxima-
cion del portaobjetos al que quedan adheridos por la diferencia de
temperatura (Figura 4p). Los portaobjetos se mantienen fuera del
criostato y sélo se introducen en él cuando vayamos a recoger el
corte, tomando sélo aquellas secciones no arrugadas.

— Durante la obtencion de los cortes las cajas de almacenamiento
de portaobjetos se pueden mantener fuera del criostato para favo-
recer el secado del tejido en el portaobjetos y reducir la aparicion
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Figura 4. (a-f) Secuencia del montaje de bloques para congelacion. (b-1) Secuencia del procedimiento de congelacion en isopentano
enfriado en nitrégeno liquido. (m-r) Secuencia de obtencion de cortes en criostato y almacenaje de portas y bloques.

de artefactos por despegamiento en el momento de realizar las

técnicas (especialmente histoquimicas).

4. Almacenamiento de bloques y cortes (Figuras 4 g-r):

Los portaobjetos se almacenaradn en cajas (de 25 cortes, nimero
suficiente para la realizacion de las diferentes técnicas de tincion) (Figura
4q) dentro de un congelador (-20°C) hasta el momento de realizar las
tinciones histolégicas, histoquimicas o inmunohistoquimicas. Antes
de proceder a la tincion de los cortes, los portaobjetos deben secarse
a temperatura ambiente durante unos 30 minutos.

Los bloques congelados en sus soportes de corcho pueden almace-
narse a-70°C por un tiempo ilimitado, pudiendo ser de nuevo cortados
(para lo que precisardn aclimatarse al menos durante 20-30 minutos a
la temperatura del criostato -20°C), y retienen su capacidad para ser
tefidos con técnicas histoldgicas, histoquimicas e inmunohistoquimicas
dando resultados satisfactorios, incluso décadas después de su proceso
inicial de congelacién®. En nuestro laboratorio, para el almacenamiento
de los bloques (ya sea a -20°C 0 a -70°C) procedemos a envolverlos en
Parafilm® con lo que evitamos que se desequen y puedan ser cortados
en el criostato en cualquier momento (Figura 4r).

¢Qué hacer si no se dispone de equipamiento
y medios para el procesado por congelacion?

En este caso el procedimiento a seguir debe ser el general para la
mayoria de los estudios en histologia: el procesado por la técnica histolé-
gica general. Basicamente consiste en fijarla por inmersién en un frasco
que contenga formol al 10% y por un tiempo de 24 horas, inclusién en
parafina y obtencion de cortes (5um de grosor) en un microtomo. Los
cortes, recogidos en portaobjetos de vidrio, pueden ser almacenados
indefinidamente hasta la realizacién de los protocolos de tincion, para
lo cual deberan ser previamente desparafinados e hidratados.

Aunque este procedimiento genera artefactos importantes,
no invalida su utilidad por completo para el andlisis de la histologfa
muscular. Por otro lado, aungque no permite la realizacion de técnicas
histoquimicas enzimaticas, si es posible conseguir la identificacién de
tipos de fibras mediante técnicas inmunohistoquimicas empleando
anticuerpos monoclonales frente a miosinas lenta y rdpida®.
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Preparacion de muestras para microscopia
electrénica

Los principales inconvenientes del examen con microscopfa
electrénica se refieren a la gran carga de trabajo que supone la pre-
paracion de las muestras y a su elevado coste. Ambas razones son
argumentadas para su no utilizacion, siendo sustituida su informacion
por técnicas de marcaje de los diferentes elementos constitutivos de la
fibra musculary de otros elementos. Sin embargo, en nuestra opinién,
la informacién obtenida en el estudio ultraestructural complementa
y amplia la anterior pero no la sustituye. El empleo de este tipo de
microscopfa obedece a la necesidad de analizar las caracteristicas
subcelulares o ultraestructurales de los elementos constitutivos del
musculo esquelético, especialmente en el terreno de la investigacion
donde se precisa una muy buena visualizacion de la estructuras (Tabla
2). El procedimiento es como sigue:

Tallado v fijacién (Figuras 5 a-f)

En el momento de la recepcion de la muestra, se debe guardar un
pequefio fragmento (de no mas de 5 mm de grosor) para su proce-
samiento en microscopia electronica de transmision. A continuacion
se introducen en un pocillo con suero fisioldgico (o tampdn fosfato)

Tabla 2. Objetivos de analisis en el estudio ultraestructural.

Microscopia electrdnica: estudio ultraestructural

Rasgos citologicos generales de las fibra muscular:
- Lamina basal y membrana plasmatica.
- Mionucleos.
- Miofibrillas.
- Citoesqueleto.
- Mitocondrias.
- Reticulo sarcopldsmico y sistema T.
- Inclusiones: glucégeno, gotas lipidicas.
- Areas especificas:
- Placa motora.
+ Unién miotendinosa.
Células satélites.
Intersticio:
- Capilares.
- Pericitos.
- Células intersticiales: histiocitos, fibroblastos.
- Fibras nerviosas.

durante 2-5 minutos para impedir que las miofibrillas aparezcan hiper-
contraidas por artefacto.

Este fragmento serd troceado en pequenos cubos de 2 mm de largo
por 1 mm de ancho (Figura 5a). A continuacion estos son transferidos
a un pequefo tubo en el que se cubren con glutaraldehido al 2,5% (Fi-
gura 5b). El pequeno tamano obedece a la necesidad de que el fijador
penetre suficientemente en el tejido. Las piezas deberan estar fijadas
como minimo 48 horas (y como méaximo 2 semanas) y se recomienda
que durante la fijacion las muestras se mantengan en frio a 4-C Trans-
currido este tiempo el fijador debe ser sustituido por tampdn fosfato
(Figura 5¢) y guardadas en frigorifico (4°C ya que la baja temperatura
retrasa los procesos de autolisis celular y los cambios andxicos que
suelen ocurrir antes de la fijacién en las partes méas profundas de la
muestra?’. Posteriormente se realizard una refijacion con tetroxido de
osmio. Para enviar las muestras es mejor emplear tubos tipo eppendorf
con cierre hermético.

Inclusion en resinas sintéticas preparacion de bloques
(Figura 5d)

Siguiendo procedimientos estandarizados?**** |as muestras seran
incluidas en resinas sintéticas del tipo araldita/epon. Tras la polimeriza-
cion y desmolde de las capsulas de inclusion (Figura 5d), los bloques
son tallados antes de proceder a cortarlos.

Obtencidon de cortes semifinos y ultrafinos (Figura 5f)

Empleando un ultramicrotomo se obtienen dos tipos de cortes:
semifinos (0,5-1 micra) y ultrafinos (50-60 nanémetros). Los primeros
se recogen en portaobjetos de vidrio y son tefidos con azul de tolui-
dina o bien con parafenileno-diamina para su evaluacion previa en
microscopia de luz; la ventaja de este tipo de cortes es que ofrece una
vision andloga a una microscopia electrénica a muy bajo aumento
con la ventaja de disponer de un drea de estudio mucho més grande
que en microscopia electronica de transmision. Ademas, nos permite
seleccionar aquellos cortes y areas de interés para su posterior analisis
ultraestructural?’. Los segundos se recogeran en rejillas de cobre para
su contraste (0“tincion”) con acetato de uraniloy citrato de plomo. Los
cortes ultrafinos se analizardn en un microscopio electrénico de trans-
mision; se recomienda que para el andlisis ultraestructural se estudien
preferentemente cortes longitudinales.

Figura 5. Secuencia del procedimiento seguido para preparacion de muestras en microscopia electronica de transmision.
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Tabla 3. Relacidn de recomendaciones para evitar la aparicion de artefactos mas habituales por errores en la metodologia de preparacion

de muestras de musculo esquelético.

Momento del procedimiento

Recomendacion “no hacer”

Consecuencias

Toma de muestra

No tomar muestras de zonas cercanas
atendén

Se sobreestima la fibrosis y el porcentaje de
internalizaciéon nuclear

Toma de muestra

No tomar muestras de zonas previamente:
- Biopsiadas con anterioridad
- Infiltradas con anestésicos locales
- Utilizadas para EMG previo

Se pueden observar fenémenos de necrosis.
regeneracion y reparacion tisular como
consecuencia de los efectos lesivos previos

Envio de la muestra al laboratorio

No enviar las muestras en formol

No permite realizacion de técnicas histoquimicas
Analisis morfométrico no es valorable

Procesamiento por congelacion

No embeber el tejido en OCT

Aparecen artefactos tipo “agujeros” en las fibras
musculares mas periféricas de la muestra

Procesamiento por congelacion

No congelar la muestra de musculo directamente
en nitrégeno liquido

Formacion de cristales de hielo que rompen las
fibras musculares

Almacenamiento

No almacenar las muestras sin proteger con
Parafilm® en el congelador

Las muestras se desecan y no se pueden cortar

Fijacién para microscopia electrénica

No mantener en suero fisiolégico los fragmentos
musculares antes de la fijacion en glutaraldehido

Hipercontraccién de miofibrillas

Fijacion para microscopia electrénica

Inadecuada fijacion en glutaraldehido: por exce-

Rotura e hinchazén mitocondrial

so o por defecto

Figura 6. Secciones transversales de musculo humano teiiidos con
hematoxilina-eosina, mostrando (a) una correcta congelaciény (b)
artefactos de congelacién. Secciones longitudinales en microsco-
pia electrénica de transmisidn del interior de una fibra muscular,
con (c) miofibrillas relajadas mostrando sus diferentes bandas y
(d) miofibrillas artefactuadas por hipercontraccion.

Artefactos

Cualquiera que precise realizar un estudio microscopico debe tener
conocimiento, ademas de los pasos a seguir en el manejo y procesa-
miento histoldgico de muestras de cualquier tipo de tejido u érgano, de

los llamados artefactos (Figura 6). Los artefactos son“errores” o “defectos”
que aparecen en los preparados histoldgicos y que son consecuencia
de una inadecuada metodologia o mal uso del equipamiento o apara-
taje. Su aparicion es bastante habitual en histologfa y debe ser evitada
ya que, no solo puede hacer inviable un estudio, sino que pueden
malinterpretarse como lesiones o pueden potencialmente enmascarar
cambios patolégicos subyacentes.

En el caso del musculo esquelético los artefactos son también
producidos a lo largo de todo el proceso, especialmente durante la
congelacion, lo que puede imposibilitar no sélo el analisis sino dudar
de la fiabilidad de los datos obtenidos. Esto implicaria la necesidad de
repetir la toma de biopsias o un estudio con animales experimentales,
situaciones ambas éticamente discutibles. En consecuencia, el co-
nocimiento de los artefactos, su generacion y cémo solucionarlos es
fundamental para obtener preparados microscopicos de calidad para
garantizar la méxima calidad en nuestro analisis (Tabla 3).

Conclusiones

Conocer y seguir correctamente la metodologfa para el procesa-
miento de muestras de musculo esquelético para su analisis microsco-
pico asegura disponer de un material de buena calidad, facilitando la
obtencién de resultados fiables para una evaluacion precisa y segura.
Esta metodologfa de procesado por congelacion permite obtener mues-
tras sobre las que aplicar una amplia bateria de técnicas histoldgicas,
histoguimicas e inmunohistoquimicas que, con el empleo de diferentes
tipos de microscopios, ofrecen una vision mas completa de la histologia
muscular con lo que se convierten en una herramienta fundamental
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para profundizar en el conocimiento de las respuestas de este érgano
en el campo de la medicina y traumatologfa del deporte.
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