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INTRODUCCION

El uso de la Microscopia Electrénica como elemento de apo-
yO en aspectos de investigacion, diagnéstico y docencia, ha
venido incrementandose tanto en Centros Experimentales como
en Universidades e Instituciones relacionadas con el proceso tec-
nolégico del pafs. Este hecho ha motivado la capacitacion de
profesionales y técnicos en el campo de Microscopia Electronica,
necesitandose cada dfa mas contar con los conocimientos nece-
sarios que permitan el uso adecuado de este importante recurso.

En el presente instructivo lcs procedimientos de toma de
muestras y fijacién que se presentan constituyen una aproxima-
cibn y pueden ser empleados de manera general. Sin embargo,
existe una amplia variedad de métodos especificos que deben
ser consultados en casos especiales. Ademas este instructivo bus-
ca motivar a los interesados con la informacion minima necesa-
ria sobre la toma y envio de muestras para Microscopia Electro-
nica, con el animo de que en un futuro los diferentes Sectores e
Instituciones necesitados de esta tecnologia amplien su uso
seguros de lograr generar los conocimientos que solucionen las
numerosas limitantes que afectan al pafs.

* Bidloga, M.S., Centro de Microscopia Universidad Nacional; Médico Veterinario,
M.S., Ph.D,, Laboratorio de Microscopia Electronica, ICA-CEISA.



ORGANOS Y TEJIDOS ANIMALES.
. Fijacion por Inmersion.

Anestesia del Animal: Utilice una dosis segin la especie.
Por ejemplo, para una rata administre 40 mg/kg /peso cor-
poral de pentobarbital, o 35 ©/o de hidrato de cloral (0.1
mI/100 g/peso corporal) mediante inyeccidn peritoneal.

Realice la diseccion en el drea del 6rgano de interés y expdn-
galo completamente.

Con una pipeta pasteur, vierta la solucion fijadora (glutaral-
dehido al 2.5%0 amortiguado) sobre el érgano o tejido
(Fijacion “'in situ”).

Con los instrumentos de diseccion, separe el Grgano o tejido
y colbéguelo sobre una placa plastica o sobre parafina solidi-
ficada y rocee la superficie con suficiente solucion fijadora.

Corte con una cuchilla nueva el 6rgano en segmentcsde 1 a
2 mm. NO EXCEDA ESTE TAMANO.

Coloque rapidamente los segmentos de tejido en viales de
aproximadamente 3.5 cm x 1.5 cm que contienen la solu-
cién fijadora v llévelos a 4°C (en nevera o nevera portatil
con hielo vy se transportan en fria).

Fijacion por Perfusion.

La fijacién por perfusidn tiene ventajas desde el punto de
vista de preservacién de la estructura fina y es adecuada para
muchos tejidos; sin embargo, en algunos casos, este método
se hace imprescindible para asegurar una mejor fijacion; por
gjemplo, en 6rganos internos ricamente vascularizados como
el rifibn, el pulmon vy el sistema nervioso central y periférico.



La presion de perfusion debe ser suficientemente alta para
asegurar un buen flujo del fijador, pero no significativamen-
te mas alta que la presion arterial del animal, por lo que se
debe tener en cuenta el érgano que se va a fijar.

Para pequefios animales (raton, rata, hamster)*, el procedi-
miento es el siguiente: administre la anestesia como se indi-
co anteriormente. Mediante la diseccién abra la cavidad to-
récica y la cavidad abdominal; exponga el corazon; inyecte
de 0.1-0.3 ml de heparina (utilice aguja 25 o0 27) en la luz
del ventriculo izquierdo para disminuir la coagulacion san-
guinea.

Inmediatamente coloque la aguja de perfusiéon en el ventricu-
lo izquierdo, abra con tijeras la pared de la auricula derecha
o de la vena cava para permitir el flujo de sangre y de la
solucion salina. Inicie lentamente la perfusion del fijador.
Cuando el liquido salga transparente suspenda el envio del
mismo.

Separe el 6rgano vy coléquelo sobre una placa pléstica o de
parafina solidificada vy rocee con la solucién fijadora.

Corte con una cuchilla nueva el drea de interés en segmentos
de 1 mmZ. NO EXCEDA ESTE TAMANO.

Coloque las muestras de tejido en vialesde 3.5 cm x 1.5 cm
debidamente identificadas con un volumen de solucién fija-
dora no inferior a diez veces el de |la muestra. Llévelos a
49C (en nevera o nevera portatil con hielo v se transportan
en frio).

NOTA: Si se trata de una rata, se utilizan de 400 a 450 ml| de

fijador; las partes sin pelo toman color amarillo pélido.
En el caso del rifion la perfusion puede hacerse por via
de la arteria renal directamente.

*

4

Para animales de mayor talla consulte el procedimiento de perfusién.



II. ORGANOS Y TEJIDOS VEGETALES.

El siguiente procedimiento puede realizarse en el laboratorio
o en el invernadero.

A. Tejidos Embrionarios o Tejidos Jovenes,

1. Separe el tejido de la planta, v sobre una placa plastica o de
parafina solidificada, gorte con una cuchilla nueva el 6rgano
en segmento de 1 mm#*, NO EXCEDA ESTE TAMANQ.

2. Coloque rédpidamente los segmentos de tejido en viales de
aproximadamente 3.5 cm x 1.5 cm que contienen la solu-
cion fijadora y |lévelos a 4°C (en nevera o nevera portatil v
se transportan en frio).

B. Tejidos Adultos (raiz, tallo, hoja).
Siga el procedimiento indicado en el punto anterior.

Ciertas plantas tienden a flotar en el fijador debido a la pre-
sencia de aire dentro de vacuolas que impide una fijacion
rapida y uniforme. Esta dificultad se resuelve sometiendo el
tejido a presion negativa (no deberia ser mayor de una at-
mosfera por ejemplo para raices), utilizando un aspirador, o
bien se colocan los viales con los tejidos en una campana de
vidrio (campana de anaerobiosis) unida a una bomba de va-
cfo. El aire se libera en forma de pequefias burbujas. Para
semillas o tejidos especialmente lignificados debe revisarse
un protocolo especial.

NOTA: La superficie de la mayoria de las plantas estan cubier-
tas por ceras y/o pelos. Estas estructuras impiden la
penetracion de soluciones del fijador. El problema se
puede solucionar disolviendo brevemente las estructu-
ras impermeables en un detergente casero.



LA INMERSION TOTAL DE LOS ESPECIMENES EN EL
FIJADOR DENTRO DE UN TIEMPO CORTO, ES UN PRE—
REQUISITO PARA UNA FIJACION SATISFACTORIA.

III. SUSPENSIONES (CELULAS, BACTERIAS, CLORO-
PLASTOS, FRAGMENTOS CELULARES).

1. Tome 2 ml de la suspension y agréguele 2 ml de solucion fi-
jadora (glutaraldehido al 2.5%0 amortiguado).

2. Centrifugue a 3.000 r.p.m. durante cinco minutos, descarte
el sobrenadante cuidadosamente.

3. Aaregue al pellet una o dos gotas de agar-agar al 2°/0 a una
temperatura aproximada de 45°C. Homogenice con un pali-
'lo o con una varilla de vidrio.

4. Deje enfriar por algunos minutos dentro de una nevera y
cuando el agar se gelifigue, extraiga cuidadosamente el con-
junto agar-muestra sobre una placa de pléstico, evitando que
se seque.

5. Corte pequefias piezas de agar-muestra (0.2 x 0.4 mm) vy co-
loquelos en viales con glutaraldehido al 2.5%0. Envie las
muestras al laboratorio de Microscopia Electronica para el
proceso subsiguiente.

NOTA: Se sugiere revisar la siguiente bibliografia para algunas
células del tejido sanguineo:



IV.

Nunes, J.F.M.; Soares, O.and Alves, de Matos A.P. Micro-
buffy coats of whole blood: A method for the electron
microscopic study of mononuclear cells. Stain Technology
54:257, 1979.

Mattson, J.C.; Borgerding P.J. and Craft D.L. Fixation of
platelets for scanning and transmission electron microscopy.
Stain Technology 52:151, 1977.

TOMA DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELEC-—
TRONICA DE BARRIDO (SEM).

Con frecuencia la superficie del especimen puede estar cu-
bierta de sustancias como sales, mucus u otros elementos
contaminantes que interfieren con la observacion. En estos
casos la limpieza de la superficie se puede realizar mediante
un lavado con agua destilada.

Haga una diseccion del 6rgano o regidon de interés (si es de
un animal, administre anestesia previamente como se indico
anteriormente; si el érgano es de una planta, separelo direc-
tamente).

El tamafio de la muestra debe ser aproximadamente de 3
mm. Si se trata de especimenes mas grandes, por ejemplo
insectos, se pueden cortar en piezas de tamafio conveniente.




En caso de informacién dirigirse a:
Laboratorio de Microscopia Electrénica
ICA - CEISA
A.A. 29743 - Tel: 2447805 - 6
Santafé de Bogota
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