5.5 CORTES SEMIFINOS

Los cortes semifinos que se observan en el estudio
preliminar de microscopia 6ptica se hacen con el
material incluido para microscopia electrénica, -
estos cortes son mds finos que los obtenidos por-
la técnica de inclusidén en parafina y usados para
estudios de anatomfia y citologia clésica, pero no
son tan finos que los usados para microscopia ——-
electrénica. El término cortes semifinos se em-
plea dado el grosor de las secciones de aproxima-
damente 1gm o menos. BEn los inicios de la micros-
copia electrdnica no fué fécil tefiir los cortes -
semifinios pues las resinas impedian la penetra—-
cién de los colorantes en las estructuras incluf-
das en resinas.

Ahora existen varios procedimientos con resulta—-
dos bastante buenos en material de origen animal
y vegetal. En muchos laboratorios se usa frecueg
temente la solucidén azul de toluidina en ambiente
bdsico, pero nosotros usamos doble tincidn: azul -
de toludina y fuesina bdsica (Lux 198l1). Para es
te trabajo necesitamos: un aro de alambre delgadg,
portaobjetos, soluciones colorantes, jeringa, agua
destilada y papel para absorber (papel algoddn).

Preparaciones del Aro de Alambre

Si no se obtiene el aro comercialmente se puede =
preparar con alambre inoxidable, muy delgado, o -
bien utilizar el alambre ultrafino que se usa co=
mo filamento en focos. Por medio de unas pinzas
finas se forma el aro de un diédmetro aproximado a
los 2 mm., el alambre se pega a un palo de madera
o vidrio y se guarda después en un tubo o vial,
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Fig. 12 Preparacién del aro de alambre

a) aro de alambre
b) el alambre unido a un palillo

¢) el aro se protege en un tubo de vidrio con
tapoén.

Colorantes

1l.- Azul de toluidina.- Se prepara una solucién
acuosa al 2% de azul de toluidina y se mezcla
por partes iguales con 1% de Na.CO_, en agua, -
después de filtrarse se puede ugar.

2.- Fucsina basica.- Solucién de 0.1% hasta 1%
de fucsina bédsica en agua.

Preparacion:

1.- Los cortes hechos con el ultramicrotomo con
acercamiento manual y un grosor aproximado de
1 um, se juntan en la solapa de la cuchilla.

Se coloca una gota de agua sobre un portaob-
Jetos. Los cortes elegidos se captan o reco——
gen con el aro de alambre y se depositan sobre
la gota de agua del portaocbjetos.




3.~ Se ponen unas gotas de colorante No. 1 a la
gota de agua anterior y se calientan en una --
termoplaca aproximadamente a 60°C durante 3 mi
nutos. =

4.- Los cortes son transportados por medio del -
aro del alambre a otra gota de agua destilada.

5.,- 8Se vuelve a hacer tincidn pero con el colo--
rante No. 2, siguiendo el mismo tratamiento -=-
que esti el el punto 3.

Fig. 13 Cortes semifinos.

a) los cortes son colectados con el aro

b) 1los cortes se depositan sobre una gota de
agua en el portaobjetos. :

¢) se agregan unas gotas de colorante

d) el colorante se absorbe con papel filtro

6.- Se transportan los cortes a otra gota de ——
agua destilada, el agua es absorbida con papel
algodén y los cortes se dejan secar. La in—-
tensidad de coloracidén se puede regular por la
concentracién del colorante, el tiempo de tin-
cién y la temperatura aplicada. Los cortes --
preparados en esta forma se pueden observar di
rectamente, montar con resina y =¢ubrirse con
un cubreobjetos.

Con los cortes semifinos ademids de estudiar las -

estructuras biolégicas se elige el drea adecuada

para realiegar el corte fino y detectar posibles -
defectos de procesamiento. Los defectos mas comu
nes son las burbujas de aire dentro de los teji—:
dos, partesdel tejido o células con deficiente -
penetracién de los fijadores, o las resinas o ma-
la polimerizacién. De vez en cuando se observan
tejidos dafiados por la preparacidp (células ro
tas). Los mejores cortes sirvan para observacién
en microscépio Sptico y fotodocumentacidén. Los =
cortes semifinos por su grosor limitado y la con-
servacién excelente de las estructuras son muy —-
buenos para las observaciones citolégicas.

5.6 Cortes Finos

Para la observacién en el microscdpio electrénico
de transmisién se usan solamente cortes de 100 nm
o menos. Orienténdose por los colores interfe--
rentes se puede saber el grosor de los cortes. -
Se pueden usar cortes de color gris, plata u oro.

- gris 60 nm o menos
- plata 60-90 nm
- oro 90-150 nm

Los cortes color rojo, azil y verde no son pene--
trables por los electrones. Cuanto mas pequefia -
sea el drea de corte mejores seran los resulta--—-
dos.




Obtencién de los Cortes Finos

a. Emﬁezamos acercando la cuchilla contra el blo-
que, al principio con el tornillo macrométrico
microtomo. La cuchilla de vidrio se acomoda - después con el micrométrico. Finalmente empe-

con un angulo de filo a 3°. zamos a hacer el movimiento del. bloque.

. Se fija bien la cuchilla en el sujetador del --

Se fija el bloque en el sujetador orientando el El acercamiento es un proceso dificil en la obten
canto del érea cortada para que sea paralela - cidén de cortes. El primer corte debe ser bastan-
con el filé de la cuchilla. te delgado para que no dafie el filo de la cuchi--

11la.
cuchilla se pone agua bides

i?ligaszi:pindiii:roumilipore y se observa el 6. Para hacer'los cortes se ajusta el selgctor -
jo de la luz con el esteroscépio. del ultramlcroFomo al grosor que se quieran es

reflejo tos y la velocidad de circulacién del blogue.
La parte buena del filo de la cuchilla se ubi- Para modificar el grosor ¥ la velocidad s? si-
1 &rea a seccionar. gue.el pr?cso cont;nuamente en el esteromlcroi

ca frente a coplo. Si se tiene un ultramicrotomo con una
rotacion de bloque manual se trabaja lentamen-
te, la velocidad del movimento del bloque du--
rante el seccionamiento es aproximadamente - -

5 mm/seg.

Continuamente se sigue el reflejo de la luz —-
sobre la superficie del agua. Esto se consi-—-
gue afiadiendo o quitando agua a la solapa. Al
movimiento del corte se modifica la velocidad;
generalmente se requiere menor velocidad para

los cortes duros que para los bloques blandos.
El filo de la cuchilla de vidrio se pierde ra-
pidamente dando como resultado cortes malos, -
por lo tanto no se recomienda hacer mis de 20

a 30 secciones en la misma drea de la cuchilla.
Cuando se cambia el lugar de corte se tiene —-
: que empezar con el acercamiento de nuevo (Pun-
Fig. 14 Cortes finos. to 5). Si ya se tienen bastantes cortes bue——

nos acumulados en la solapa se interrumpe el tra-
bajo.

a) posicién del bloque contra el filo de la -
cuchilla :

b) arreglo del a&ngulo de la cuchilla

c) formacién de una tira de cortes sobre el -

7. Los cortes, preferiblemente una tira de cor-—-
agua de la solapa.

tes, se separan del filo de la cuhilla con -
movimientos cuidadosos de un pelo o pestafia -




pegado a un palo, moviendo los cortes sin to-
carlos, solamente la accidén del pelo en el —-
agua, Juntarlos en el centro de la solapa.

Cuando se tienen cortes con ondulaciones se -
pueden extender con la aplicacién de vapores
del cloroformo. Este proceso no se necesita
ni se recomienda siempre, pero algunas veces
nos puede ayudar. Los vapores se aplican por

acercamiento de un aplicador cubierto con
un pedazo de piel de ciervo, empapada con clo
roformo. Este proceso se realiza con mucho -
cuidado por que los cortes se pueden extender
demasiado y romperse.

Fig. 15 Colecta de cortes.

a)

b)
c)

los cortes se juntan en el centro de la —
solapa, usando un pelo

los cortes se toman con una rejilla

se pone la rejilla con los cortes. sobre el
papel filtro.

Los cortes se capturan con una rejilla soste-
nida por una pinzas. Esta

sobre los cortes.

rejilla se coloca

Teniendo cuidado de que el

acercamiento sea lento y que la rejilla esté
paralela al nivel del agua. Los cortes se ——
pueden sujetar también desde abajo, ----
después de sumergir la rejilla bajo el nivel
del agua moviendola directamente bajo los cor

tes.

Se deposita la rejilla con los cortes sobre -
un papel filtro colocado en una caja petri, -
éstos deben estar en la parte superior de la
rejilla, el papel absorve el agua secando los

cortes sin

maltratarlos.

ALGUNOS DEFECTOS DE LOS CORTES

Error Causas posibles

Rayas ver Dientes de la cuchi
ticales - 1la.
del corte

al filo -
de la cu-
chilla.

Rayas para-
lelas del -
corte al fi
lo de la cu
chilla.

Bloques muy du-
ros.

fijacién insufi
ciente de la cu
chilla o del —
bloque.

Cémo se puede evitar

Cambiando la pie-
za de lugar en la
cuchilla.

Disminuir la ve-
locidad.
'Fijarlos bien.




Cortes con
grosor dife
rente.

No se forma
la tira.

Vibraciones en

el laboratorio.

Cuchillas des-
filadas.

Cuchilla y blo
que insuficien
temente fija-—-
dos.

Cambio de tem-
peratura en el
laboratorio.

Bloques muy —-
blandos.

Paredes irregu
lares de la --
pirédmide.

La pared de la
piramide no es
ta4 paralela al
filo de la cu-
chilla.

Electricidad -
estatica.

Evitar ,fuentes -
de vibraciones.

Cambiar la cuchi
lla.

Fijar bién.

Estabilizar la
temperatura.

Poner los blo--
ques a 60°C du-
rante 24 hs. o

incluir de nue-
vOo.

Arreglar la pi-
ramide.

Arreglar la po-
sicién de la pi
rémide.

Tocar el bloque
con papel fil—-
tro mojado para
evitar esta —-—-
electricidad.

Durante va
rios ciclos
no se hacen
cortes y ——
después se
hace un cor
te muy grué
s0.

Los cortes
se descom-
ponen en -
la superfi
cie del —
agua.

Se forman

cortes sé

lo de re-

sina y los
objetos in
cluidos no
son corta-
dos.

El angulo de la
cuchilla es in-
adecuado.

Fijacion insufi
ciente del blo-
que y de la cu-
chilla.

Bloques muy ——
blandos.

Cuchilla desa-
filada.

Tejidos con ma
la penetracidén

Resina mal mez
clada.

Bloques muy --
blandos.

Tejidos mal pe
netrados por -
la resina.

Objetos duros
que no se pue-
den cortar con
cuchilla de vi
drio.

Cambiar angulo.

Fijar bién.

Poner los blogues
a 60°C durante 24
hs. o reducir el
area del corte.

Cambiar la cuchi-
1lla.

Incluir de nuevo.

Incluir de nuevo.

Poner los bloques
a 60°C durante 24
hs.

Incluir de nuevo.

Usar cuchilla de
diamante.




Los cortes Gota de agua - Secar con papel -
se deslizan en el &rea cor algodén el bloque
por fuera - tada o en la - ¥y la cuchilla.

de la cuchi pared recta de

lla, no se la cuchilla.

quedan den-

tro del —-

agua. Angulo de la - Cambiar el angulo
cuchilla inade de la cuchilla.
cuado.

Nivel del agua Disminuir la can-

en la solapa - tidad de agua.
muy alto.

El grosor - Fijacién insu- Fijar bién.
del corte - ficiente de 1a

es irregu-—-— cuchilla o el

lar (cortes bloque.

con varios
colores).

El angulo de - Bajar el angulo -
la piramide es de la piramide.
muy agudo.

Tejidos mal pe Incluir de nuevo.

netrados por -
la resina.

6. Tincidén

Una de las limitantes en la observacién de las -
estructuras celulares al microscépio electrdénico
de transmision es el bajo contraste de éstas, -—-
pues, aunque usémos fijadores que aumenten el ——
contraste como tetraéxido de osmio este no es su
ficiente para distinguir bien las estructuras y_

nos permitan una excelente micrografia por eso se
aplican scluciones colorantes o contrastantes —-
que por interaccidén con algunas estructuras per-
miten que estas tengan mas absorbancia de elec——
trones y puedan formar imigenes con diferentes -
electrodensidades. Por su similaridad con la --
tincidn usada en la microscopia éptica se utili-
za para este proceso también el término tincibn,
aunque en microscopia electrénica se utilizan sa
les de metales pesados, sobre todo de uranilo ¥y

plomo y en microscopia 6ptica colorantes.

La tincidén se puede hacer en varias formas. Tifiendo,
la muestra completa o fragmento de tejido o mas
frecuentemente se aplican soluciones de tincidn
a los cortes. En este caso tefiimos los cortes -
pegados a las rejillas, la tincién se hace con -
una gota de solucién contrastante que se coloca
sobre un soporte de cera o parafina. Arriba de
esta gota se aplica la rejilla con el lado que -
tiene los cortes en contacto con la superficie -
de la gota y la rejilla se deja flotar durante -
el proceso de tincién. Toda la manipulacién de
las rejillas se hace con precaucién trabajando -
con pinzas finas agudas. La tincién se hace en
un ambiente cerrado dentro de una caja de petri.

La solucidn contrastante se elimina lavando bién
con agua bidestilada filtrada. Esto es mejor --
con el flujo de lapiceta o en un vaso de precipi
tado agitando la rejilla con cuidado. Al final,
las rejillas con las secciones se dejan secar —-
uniéndolas a papel filtro dentro de una caja de

petri. Las secciones deben estar sobre la parte
superior de la rejilla sin tocar el papel. E1 -
proceso de tincidén es muy sensible a las condi--
ciones ambientales y se trabaja siempre con solu
ciones recien preparadas o centrifugadas siguien
do el esquema con cuidado. Las fallas en la tin
cién pueden destruir todo el trabajo anterior --
por la formacidén de precipitados en los cortes.




pore. Las gotas de la solucibén se ponen arri-
ba .de una placa de cera usada por los dentis-
tas o una placa de parafilm cerrada en una ca
ja de petri con ambiente himedo; la humedad -
se puede aumentar con papel filtro mojado con
agua destilada que se pone abajo de la placa
de cera, todavia es mejor poner la cera con -
gotas de la solucibén en una caja mas pequefia
dentro de otra caja mé&s grande, que tengo el
papel filtro mojado. El tiempo de tincidn es
de 20 minutos o més.

2. Citrato de Plomo.
Se prepara la solucibén de citrato de plomo -
al 0.2% en agua bidestilada. 9 ml. de esta
solucién se mezclan con 1 ml. de NaOH 1N en
agua, antes de preparar las soluciones se —-
hierve el agua para que se desprendan impure
zas gaseosas y se deja enfriar. La tincidn
tincidén en caja de petri dividida en cua-- se hace como en punto 1, solamente hay que -
tro partes: 3 con lentejas de NaOH y una - eliminar del ambiente CO,, por eso se colo—-
con gotas de la solucidn. can en la caja de Petri, lentejas de NaOH.
tincién en caja petri chica dentro de otra También se puede poner un papel filtro hume-
mas grande con lentejas de NaOH decido con hidréxido de sodio. El tiempo de
tincién de la rejilla en la superficie de tincién es de 5 hasta 7 minutos.
una gota de solucidn
después de la tincidn las rejillas se la--
van con flujo de agua.

e o o

e s
T

. 16 Tincién.

El citrato de plomo se puede preparar segin

el método de Reynolds (1963) de nitrato de -
plomo y citrato sédico, la solucién la prepa
ramos con:

- nitrato de plomo 1.33 gr.
- citrato sédico 1.76 gr.
- agua destilada 30 ml.

Proceso de doble tincién con acetato de uranilo
y citrato de plomo. (Venable Coggeshall 1965).

Afiadimos a esta solucién 0.8 ml. de hidrdéxi-

do sbédico 1N y completamos con agua destila-
. Acetato de uraniio. da a 50.-ml.

Para la tincidén se utiliza una sclucién de -- 102111630
acetato de uranilo al 2% en agua bidestilada. :
Antes de usarse se filtra con el filtro mili-




7. Observacién

La observacién de los cortes en el microscopio

electrdénico la empezamos con aumentos bajos. Ge

neralmente las conclusiones se hacen sobre foto

grafias, por lo tanto, se toman micrografias de

las éreas interesantes para nuestro estudio, --
posteriormente los negativos se imprimen con =-
una amplificacidén que facilite las fotografias

definitivas empleando un papel fotografico de -
alta calidad. Hay que utilizar papel fotografi
co de alto contraste (F-5 duro) pues a los nega
tivos generalmente les falta contraste. Para -
la impresidn debemos destinar el tiempo y el —--
cuidado necesario para conseguir un trabajo ——-
excelente.

IV. METODOS DE PREPARACION DE LAS MUESTRAS EN EL

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

A pesar del poco tiempo que tiene de utilizarse -
el microscopio electrénico de barrido (MEB) mucho
es lo que ha aportado como herramienta de 1nvest1
gacidén, siendo beneficiado gracias a los progre—-
sos realizados con anterioridad en la metodologia
aplicada a la microscopia éptica y a la microsco-
pid electrénica de transmisién.

Sin embargo su utilizacién en biologia no es muy ge
neralizada, debido principalmente al alto costo -
del aparato, aunado a las dificultades para mane-
Jar tejidos blandos hidratados. Para superar es-
te Gltimo inconveniente es indispensable la adqu1
sicién de equipo adicional que permita mane jar la
muestra adecuadamente y obtener una imagen Gtil,
con una estrecha relacién con la realidad.

Maltiples son los procedimientos que nos permiten
conocer en una imagen tridimensional las estructu
ras de los seres vivos. En esta oportunidad men-
cionaremos los mds comunes en la mayoria de los -
laboratorios de investigacién.

MATERIAL FRESCO

La observacién de material fresco al MEB es tan -
antigua como el aparato mismo ya que no se requie
re de fijacioén. Los objetos duros como dientes,
huesos, unas, semillas, polen, etc., después de -
la limpieza necesaria pueden observarse sin mayo-
res complicaciones algunas veces sin necesidad de
recubrirlos.

También resiste las condiciones del MEB el mate-—
rial fresco de origen vegetal, previo recumbri-——
miento y observacién con voltaje de aceleracién -
menor a los 15 KV y con tiempos cortos de exposi-
cién al impacto de los electrones.




