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RESUMEN: 

Con ésta técnica se pretende establecer -

en forma rutinaria una metodología sencilla para estudiar la es--

tructura fina de cultivos célulares, tratando de conservar funda-

mentalmente la ubicación y relación del cultivo célular con res--

pecto al sustrato sobre el cual crece. 

Se cultivaron células pK15 en botellas de 

plástico Falcon, al completarse el crecimiento del cultivo, se --

realizaron "in situ" los diversos pasos del procesamiento del ma-

terial biológico para microscopfa electrónica, asf como también -

la inclusión y polimerización. 

Una vez polimerizado el medio de inclusión 

se cortó la botella en pequeños bloques y se prepararán las super 

ticies para la obtención de cortes control de 1 pm. de grosor que 

que se observarán al microscopio óptico previa tinción con azul -

de toluidina o paragón para la selección de áreas óptimas y poste 

riormente, de éstas áreas, se procedió a la obtención de cortes -

finos (600 a 900 Á) para ser observados al microscopio electróni- 

co. 

De ésta manera se tratarón de aprovechar-

las propiedades de corte del poliestireno, material con el que se 

fabrican las botellas Falcon que suponemos son muy similares a 

las propiedades de corte de las resinas ephicas, 
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INTRODUCCION:  

La microscopfa electrónica contituye un -

recurso de gran valor para estudiar a nivel molecular material --

biológico de diversa indo», de tal modo que en la actualidad se-

cuenta con un aservo enorme de información ultraestructural, que-

ha permitido dilucidar problemas básicos de biología célular, pro 

blemas de orden diagnóstico e inclusive taxonómicos como es en el 

área de parasitologfa. 

Aun cuando en 1945 todavía no se estable-

cía la metodología para obtener cortes de tejidos con un grosor -

de 600 a 800 A para ser observados al microscopio electrónico; --

Porter, Claude y Fullam en 1945 (19) y Porter en 1954 (20) aprove 

chando que los cultivos célulares en monocapa se extienden forman 

do zonas muy delgadas, hicieron directamente algunas observacio—

nes interesantes de la estructura fina de éstas células, crecidas 

en superficie de vidrio, células que solamente fueron fijadas y -

deshidratadas. 

Como resultado de éstas observaciones na-

ció el termino de retículo endoplósmico; retículo para referirse-

a filamentos y vesciculas distribuidas a manera de redecillas; en 

doplásmico para indicar que éstas redecillas se encontraban confi 

nadas a la parte más interna del citoplasma célular. Sin embargo-

el detalle de las estructuras intracitoplásmicas obtenido con és-

ta metodología no se compara cuando se estuvo en posibilidades de 
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-efectuar cortes finos de dichos cultivos, siendo asf como se pu-

do determinar que el retfculo endoplásmico se extiende también a-

la parte más externa del citoplasma. 

Para la obtención de cortes finos es im--

prescindible incluir la muestra en medio de gran dureza, actual--

mente existen en el mercado una amplia diversidad de éstos medios, 

desde los solubles en agua que se utilizan con fines citoquimfcos 

como son el glicol metacrilato (13), aquon (8), durcopan (26) por 

citar algunos, hasta los insolubles en agua que son utilizados ru 

--°-- 

tinariamente, tales como las resinas epóxicas, grup 	1 que perte 

nece el epón 812 (4), la araldita (7), el maraglás (6', etc. y --

por último el grupo de los poliesteres al que pertenece el vesto-

pal W (24)y otros. El manejo de cultivos célulares se dificulta -

considerablemente ya que es sumamente dificil despegar el cultivo 

del sustrato sobre el cual son cultivadas las células. 

Existen varias recomendaciones de diver--

sos autores para resolver éste problema, Howatson y Almeida (12), 

Nishiura y Rangan (18) recomedarón colocar las muestras ya polime 

rizadas sobre bloques de dioxido de carbono sólido (hielo seco), 

en donde probablemente por el enfriamiento brusco experimentado -

se lleva a cabo una retracción del medio de inclusión, que permi-

te separar con relativa facilidad el cultivo del sustrato donde -

crece; se trató de un metodo eficiente cuando el medio de inclu--

si6n es el metacrilato de Newman (17), actualmente no utilizadó - 
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-ya que con mucha frecuencia causa serios daños al tejido durante 

la polimerización debido a una retracción considerable del volu-

men de la muestra como se puede observar en la figura No.l. 

Actualmente los medios de inclusión más -

ampliamente utilizados son las resinas epóxicas, pero también tie 

nen el inconveniente en el caso particular de los cultivos célu-

lares,que al polimerizarse durante un periódo prolongado, el cul-

tivo se adhiere fuertemente al sustrato, de tal modo que el diox-

ido de carbono resulta ineficaz para producir la separación. 

Para debilitar ésta adhesión lleyner (11)-

aplicó en la superficie en donde creció el cultivo una delgada ca 

pa de colágena; Robinl y Gonatas (21) y Sparvoli (25) reconmenda-

rón la aplicación por el metodo de sombreado de una película de -

carbón; Egeberg (3) utilizó una delgada capa de resina epóxica - 

polimerizÓ previamente y sobre ésta, adecuadamente esterilizada,-

creció el cultivo; Firket (4) recomendó el uso de Melinex "O" de-

dos micras de grueso, se trata de películas de poliéster transpa-

rentes, no tóxicas que se utilizarón con buenos resultados en cul 

tivos de células Hela, asf como de fibroblastos y mioblastos de -

pollo, inclusive en perlados de incubación prolongados. 

Otros autores recomendarón revestimientos 

del sustrato con silicón, con formvard o bien efectuando el culti 

vo célular en la superficie de filtros millipore previamente este 
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-terilizados con luz ultravioleta (2), (15) o en pequeños recipi-

entes de vinilo, material que se utiliza como aislante e impide -

la adherencia del medio de inclusión. Sin embargo todas éstas re-

comendaciones en nuestra experiencia no fueron enteramente satis-

factorias, algunas de ellas por la dificultad de obtener el reyes 

timiento indicado, como es en el caso particular del Mellinex "O" 

o de los recipientes de vinilo. 

En el presente método, aprovechando que -

las características de corte del poliestireno, (material con el -

que son fabricadas las botellas Falcon), son muy semejantes a las 

características de corte de las resinas epóxicas, se intentó rea-

lizar dentro de las mismas botellas (una vez logrado el crecimien 

to célular), todo el manejo de rutina del procesamiento del mate-

rial biológico para microscopfa electrónica, incluyendo el corte-

fino sin la necesidad de separar el cultivo célular del sustrato. 
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MATERIAL  Y METODOS:  

Botellas de Plástico Falcon (polyestireno). 

Fijadores: Glutaraldehido (CH0-(C112)3-CHO) al 3% amortiguado con-

fosfatos a un pH de 7.4 y molaridad de 0.2. Tetroxido-

de Osmio (0s04) al 1% en el mismo amortiguador (figura 

N°2). 

Deshidratantes: alcohol metflico (CH
3OH) a diferentes concentra--

clones. 

Medio de Inclusión: Epón 812 (resina epóxica) conteniendo como ca 

talizador al 2,4,6,tri(dimetil-aminometil)phenol (D.M, 

Como factor de plasticidad al dadocenilsuccfnico anhi-

dro (D.D.S.A.) y como endurecedor al metil nádico anhi 

dro (M.N.A.) figura N°3. 

Solución Lavadora: amortiguador de fosfatos con sacarosa. 

Contrastantes: Acetato de uranilo al 8%. 

Citrato de plomo alcalino (figura N°4). 

Cequetas de acero para cortar la botella de Falcon en-

pequños bloques, rejillas de cobre, algunas de éstas -

cubiertas con formvard (figura N°5), 

Cultivo de células 1)1(15: procedentes de la clona 373 de células - 

de cerdo del laboratorio de Virología de la F.M.V.Z. -

de la U.N,A.M. 

Ultramicrotomo Porter Blum MT-2: para la obtención de cortes semi 

finos (1 pm) y finos (600 a 900 A) (figura N°6). 

Microscopio Llectrónico; C, leiss FM-9-S II (figura N°1). 
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TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Fig. N°2 Fijadores utilizados en el proceso. 

Fig. N°3 Medios de inclusihn. 
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TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Fig. N°4 Contrastantes. 

Fig. N°5 Materiales utilizados. 
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TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Fig. N°6 Ultrmicr6tomo Portes Blum MT-2 utilizado para 
la obtención de cortes semifinos y finos. 

Fig. N'7 Mtcrosco.  
pio electrónico C, 
leiss CM-9-S 
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METODO:  

Se utilizarán células pK15 originarias de 

riflon de cerdo clona 373, las cuales fueron cultivadas durante un-

periódo de cuatro días en botellas de plástico Falcon estériles. 

El cultivo célular fue preparado de acuerdo con el proceso estable 

cido en el laboratorio de Virología de la F.M.V.Z., conteniendo me 

dio Eagle. El desarrollo y condiciones del cultivo se observarán -

utilizando un microscopio de invertido (figura N°8). 

Figura N°8 Microscopio 

de luz invertido. 
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El cultivo célular de 9Q horas se fíjd en 

glutaraldehido al 3% amortiguado en fosfatos durante un periódo de 

dos horas y media a una temperatura de 4°C,transcurrido éste lapso 

se retiró el fijador lavándose el cultivo tres veces en solución -

lavadora (solución de fosfatos más sacarosa); se post-fijó en te--

tróxido de osmio por una hora, también a 4°C repittendose la opera 

ción de lavado como en el paso anterior. 

Fig. N°9 Observación con microscopio de luz invertido, del 

cultivo de células pK15. 

La deshidratación se llevó a cabo con me-

tenol en solución acuosa de diferentes concentraciones (60%, 70%,-

80%, 90% y absoluto), por tiempo de cinco minutos en cada uno y -

tres periódos de diez minutos en alcohol absoluto. Para la infil--

tración se utilizó mezcla final de epón 812 preparada de acuerdo -

al método de Luft (14) y alcohol absoluto en una proporción de 1:2 
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-respectivamente, permaneciendo en ésta solución durante una hora-

con la botella cerrada; posteriormente con una varilla de vidrio -

calentada al rojo vivo se hicieron perforaciones en la botella de-

de Falcon en el lado opuesto de donde se encuentra el cultivo (fi-

gura N°5). 

Se retiró el tapon de la botella y se de-

jó volatilizar el solvente por 24 horas dentro de una campana con-

sflica a temperatura ambiente. Se incluyó el cultivo en una mezcla 

final de epón 812, teniendo cuidado que el medio de inclusión cu-

briera perfectamente la superficie del cultivo sin rebasar una al-

tura máxima de 2 mm, (figura N°10). 

Se polimerizó durante un perldo de 24 hrs 

a 65°C, después la botella se cortó con una cegueta obteniéndose 

pequeños bloques de aproximadamente 1 cm. de ancho por 2 cm de 

largo y 4 mm. de espesor. De ésta manera quedó un lado de plástico 

Falcon y otro se resina epóxica encontrandose entre ambos el culti 

vo célular, 

A éstos bloques en uno de sus extremos se 

les dió la forma de piramide truncada, con una superficie de corte 

de aproximadamente 2 mm. por lado, eliminándose de los lados la ma 

yor cantidad posible de opón y de plástico; se colocó el bloque en 

un ultramicrótorno de tal modo que el corte incidió al mismo tiempo 

opón y plástico (figura N°11) y se procedió a cortar utilizando cu 
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TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

•Fig N°10 Muestra la superficie cubierta por el medio 
de inclusión, no mayor de 2 mm. 

Fig N°11 ...el corte incidid al mismo tiempo epón 
y plástico... 
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-chilla de diamante o de vidrio. 

Los cortes semifinos de aproximadamente -

1 pm. de grosor, se montar* en portaobjetos para observarse al mi 

croscopio óptico (figura N°12) pudiendose seleccionar las zonas 6p 

timas o las células de mayor interes para corte fino. Para efec---

tuar el corte fino se reduce el brea a una extención no mayor de -

1 mm. Los cortes obtenidos fueron montados en rejillas de 200 a -

400 "mesh" cubiertas con membrana de formvard (figura 13a y 13b). 

Fig. N9 12 Corte de 1 pl. de grosor, teñido con azul de toluidina,-

vist8 a troves del microscopio óptico. Células con efec-

to citopltico, notese el aumento del volumen de la célu-

la y la vacuolización intracitoplésmica. 
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TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Fig. N°13a Rejilla de 200 "mesh" 

Hg. N°131) Rejilla de 400 "mesh" 
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-.ABREVIACIONES UTILIZADAS.- 

C.- cromatina. 

cp.- cisterna perinuclear 

d.- desmosomas 

ei.- espacio intercélular 

L.- lisosomas 

M.- mitocondrias 

m.- microvellosidades 

N.- nucleo 

S.- sustrato 

n.- nucleolo 

pn.- poro nuclear 

pr.- polirribosomas 

rer.- retículo endoplásmico rugoso 

espacios célulares carentes de estructura 

linea electrondensa entre el cultivo y el 

sustrato 
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RESULTADOS  Y DISCUSION:  

Con ésta técnica se detecto que el culti-

vo de células pK15 se organizó en dos y tres estratos (figura N°14) 

y solamente en zonas pequeñas constituyó una verdadera monocapa -

(figura N°18). Las células se encontrarón unidas unas con otras -

por estructuras de tipo desmosómico (figuras N°16 y 17). 

la conservación intracélular que se logró 

con ésta técnica fue adecuada en la mayoría de las áreas, de tal -

modo que permitió identificar la arquitectura del polo apical de -

la células, cisternas perinucleares, abundantes polirribosomas, re 

título rugoso, mitocondrias, espacios intercélulares, etc., (figu-

ras Nos. 14, 15, 16 y 17), 

Sin embargo a pesar de tratarse de mues-

tras sumamente delgadas y de haber infiltrado en una solución 2:1-

a favor del solvente; se observó en el citoplásma de algunas célu-

las áreas irregulares carentes de estructura (figuras Nos. 14, -

15 y 16) 

Como los selventes de las resinas epóxi--

cas; acetona y oxido de propileno que se utilizan ordinariamente -

en éste proceso atacan al plástico de las botellas, se sustituye--

ron por alcohol metflico; aun cuando la mayoría de las resinas no-

son misibles en alcohol (etílico o metflico), éstos constituyen 

solventes adecuados unicamente para el epón 812. 
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TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Figura N°14 Micrograffa electrónica que muestra el cultivo célular 

adherido al sustrato; en la zona apical de las células 

se observan numerosas microvellosidades, asf como espa 

caos intracitoplésmicos carentes de estructura (flecha) 
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A pesar de que algunos autores mencionan-

que la infiltración de ésta resina disuelta en alcohol tiene el in 

conveniente de presentar una velocidad de difusión baja, provocan-

do que la infiltración del tejido no se efectue de manera uniforme 

(10), como se trató de células en monocapa, se consideró que éste-

inconveniente no se presentarla, sin embargo la presencia en el ma 

terial, de algunas zonas intracélulares carentes de estructura, pu 

dierón ser producidas por la falta de una impregnación adecuada, 

Esto debe ser tomado en consideración en la interpretación de las-

micrograflas, 

Se identificó la integridad morfológica - 

real 	de cada célula (figuras Nos, 14 y 15), situación que se- 

pierde al separar el cultivo del sustrato, debido a que la forma -

de las células se altera. 

Con la técnica, se mantuvieron Intactas -

las proyecciones citoplbmicas a manera de microvellosidades del -

polo apical célular; microvellosidades que cuando se maneja el cul 

tivo separado del sustrato se deforman, pudiendose interpretar --

erroneamente como extrusión de partículas virales, en algunos ca--

sos en donde existe efecto citopStico por virus 

Esta técnicuermItió estudiar también, la 

interacción de las células del cultivo con el material sobre el --

cual crecen. En el cultivo de células pK15 en particular, la zona- 



-de adherencia, muestra unicamente una linea electrondensa de a---

proximadamente 50 a 75 A de grosor, evidente en todas las fotogra-

fías presentadas, no se observó ningun material entre las células-

y el sustrato, ni tampoco estructuras similares a hemidesmosomas -

señaladas por Flaxman y colaboradores (5), en cultivos de células-

epidérmicas y fibroblastos de pollo. 

En nuestro material existen zonas simila-

res (figura N°16) a las mostradas en las fotograffas de Flaxman 

(5), se consideró que no se trata de material extracélular deposi-

tado entre el cultivo y el sustrato, sino solamente de prolongacio 

nes citoplásmicas muy delgadas de células basales. 

Durante la inclusión, cuando la mezcla fi 

nal de epón rebaza los 2 mm, de altura, la polimerización del me--

dio de inclusión se lleva a cabo en forma defectuosa, alteración,-

que no logra corregirse aun cuando el bloque ya cortado y expuesto 

el tejido se introdusca nuevamente a la estufa a 65°C por 24 hrs, 

Para evitarse ésto, debe tenerse especial cuidado que en la inclu-

sión, el epón sin diluir no alcance una altura mayor de 2 min. (fi-

gura N'10), 

Durante la obtención, tanto de cortes se-

mifinos como finos, se observó la tendencia a la formación de nume.  

rosas arrugas hacia el lado donde se encuentra el tejido, lo que - 

daña zonas que pudieran ser importantes (figura t°19); éste proble, 
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-ma se resolvió en la mayoría de los casos al exponer los cortes-

a vapores de xilol por 5 a 7 minutos cuando éstos se encontraban-

flotando en el depósito de agua, tiempo suficiente para que parte 

del poliestireno de la botella se disuelva, provocando ésto la ex 

tendón del tejido, 

La tinción y contraste de los cortes se-

mifinos y finos respectivamente, se llevo a cabo sin dificultad. 
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TECNICA PARA LA ODSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Figura N°15 Detalle del cultivo célular en donde se aprecia la es 
tratificación del mismo, uniones desmosomicas entre -
las células y los espacios intracitoplásmicos taren--
tes de estructura (flecha). 



TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Figura N°16 Micrografla electrónica que muestra detalle del comple 

jo de unión (d), y la linea electrondensa entre el sus 

trato y el cultiyo cólular ( dos flechas). 

-74- 



TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Figura N°17 Detalle de la conservación intracélular en una célula 

del cultivo. 



TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Figura N°18 Micrograffa electrónica de una área del cultivo 
en monocapa. 
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TECNICA PARA LA OBSERVACION DE CULTIVO DE TEJIDOS 

Figura N°19 Micrografía que mnuestra el pliegue formado durante 

la obtención del corte fino. 
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CONCLUSIONES:  

I).- Se demostró que las propiedades de-

corte del poliestireno de la botella Falcon no son idénticas, pe-

ro si muy similares a las propiedades de corte de las resinas e--

póxicas. 

2),- Que el plástico de las botellas (po 

liestireno) resiste en forma adecuada el bombardeo de electrones-

ya que no sufre sublimación cuando el especimen es observado en -

el microscopio electrónico. 

3).- Permite estudiar cultivos célulares 

sin perderse las relaciones que guarda con el sustrato sobre el -

cual crece. 

4).- Se demostró la adecuada conserva—

ción de proyecciones cutiplásmicas a manera de microvellosidades-

en el borde libre de las células (figuras Nos, 14, 15 y 17), 

5).- Elimina la dificultad de separar 

previamente el cultivo del sustrato que lo sostiene. 

6).- Evita la utilización de sustratos 

de diferentes materiales, tales como la colágena, polivinilos, 

membranas de carbono, etc,, con los cuales se corre el riesgo, 

que al no ser tratados adecuadamente (para que sobre ellos se 

realize el crecimiento célular), éstos sustratos contaminen a los 

cultivos de materiales indeseables; o de ejercer sobre ellos efes.  

tos tóxicos. 
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Sin embargo aun cuando ésta técnica solu-

ciona los problemas ya mencionados, no es absolutamente satisfacto 

ria debido a la necesidad de emplear alcohol como solvente del 	- 

epón; con la desventaja ya descrita, por lo que recomendamos tra--

tar de seguir implementando nuevas metodologfas hasta conquistar -

una técnica 100% satisfactoria. 

PABLO GARCIA ALBA 
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