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INTRODOCCION 

Nociones de fijación:. de tejidos para miorosoopía 
electró:o .. ica. 

El estudio de lao células vivas ofrece pocos detalles 
morfol6gicoe y si los tejidos son cortados ain trate.miento 
previo, se dañan algunas células produciendose hinchazón 6 
r~tracción osmótica y aut6liaia; por lo que el interés de 
los investigadores ae deoplazó hacia las céluJ.aa muertas , 
tratadas en formao purticularea. 

La. fijación ea eaencinlmente un método para preservar 
la morfología y la. química de la célula, que consiste en la 
muerte de ésta., de manera que lns estructuras que poseían 
en estado v-ivicnte ao conoerven con el mínimo agregado de 
artificios. Parn preservar un mayor número de estructuras 
celulares para la obeervac.ión 1;a.nto en el nlicroacopio 6ptioo 
como en el electr6nico, loa microscopiatno recurren !1ormnl
mente a los fijadoreo. Loo fijn~oreo conaervo.n la.a cálulae 

preparándola.a pa·ra la colornci6r, , incluai6n y microtomía. 

La fijación ae realiza por modio de agentes fíaicoa y 

qu:!micoe. Loe OKentea fíaicoa aon : el calor ( húmedo o se...,. 
co) y el frío ( congelación). Loa agentes químicos eon sug_ 
tanciaa que reaccionan con loa componentes celu.l,nrea , eatoo 
son llamados l:!qui'doo fija.dores quo pueden estar formo.dos -
por uno o más agentes aoticoo. 

Un ejemplo de fijación fiaica ea el método ne congela
ción y deaecnción, E ata técnico. fue ideada n finea del ai
glo pnaado por Altmnn en 1894 • El método conoiete en esen
cia , en con~elar bruacrunente el tejido awnei-g1c1ndolo en un 
medio a tomporaturn muy baja(ej. nir6 liq~ido a -195ºC) y 
luego en deaecarlo al vncio a bnja temperatura (-30 ºo 6 
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menos). La desecación tiene lugar cuando la tensión parcial 
de vapor en la atmósfera. que rodea al tejid~ congelado es m! 
nor que la tensión de vapor de a;:;ua contenida en el tejido a 
la temperatura de desecación. Esto se consigue con el vacío 
Y el agua contenida en el tejido pasa directamente al estado 
gaseoso(aublimaci6n) sin que se interponga una fase líquida 
que pueda producir distorsi6n en la célula. De esta manera se 
produce una deshidratación progresiva que lleva prácticamente 
a la extracción de todo el agua contenida en el tejido, con 
excepción de un residuo que está fijado fuertemente. La :rap! 
dez de la fijación permite sorprender a las células en momen 
toa cr!ticoe de au función. La técnica debe aer considerada 
como intermedia entre el examen de los tejidos fijados y fre~ 

coa.No ae trata de una verdadera fijaci6n en sentido estricto 
porque le falta el carácter de la irreversibilidad. Muchos de 
loe componentes celulares se conservan en la misma forma so
luble que al estado viviente. 

La fijaci6n química del material biol6gico, con1 aoluci~ 
nea acuosas o no acuosas producen una precipitación de :protei 
nas y una de~ención de la actividad enzimñttca de la célula. 
viva,induciendo muy pocos cambios estructurales post mortero 
en el tejido. 

Loa liqUidos fijadores interrumpen las funciones de las 
cólulaa evitando ou deformación y proveen a los tejidos de 
una determinada resistencia a las manipulaciones, mediante 
su acción indurante • La acción coaeulante realiza el endurJ! 
cimiento d~l tejido, por 
eompueatoa sólidos, cuya 
jido. Cuándo ee sumerge 
fijador , la muerte de 

formar on presencia del reactivo 
conatatencia. se a.ilude a la del t~ 
un trozo de tejido en un líquido 

lae células no ocurre en form~ :inat~n 
tanea. El fijador penetra en el te;jido por difusion desde 
la periferia hacia el centro , de manern que la.a cólulaa mna 
externas ae fijan más rápido l mejor que laá centralea. Por 
este motiv;o, en todo tejido fijado hay siempre un gradiente 
de fijación que depende de la penetrabilidad del fijador , 
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su dilución progroaivn con loa l:!quidoo celulnres y luo al_ 
toracionoo poat mortom que ocurren en lna células : por 
anoxia, cambios on la concontrnción de hidrogenioneo, de pr~ 

aión oarn6tica y por ncción enzimática. (.autólieio). La rapi
dez de penetración dol fi jauor no depende t1mto de su c'Oef! 
ciente do difuaib!lidad, col!1o de la barrera proteica de 

precipitación que oo produce en la. parte pcrifórica del t! 
jido, por lo que oa necesario trabn.jnr con trozos de tejido 

de poco eapcoor. loo fijndoreu nl difundir en lna célula.a 
producen en éotno, corrienteo que frecuentemente deaplazan 
a. loa componentca aolubleo y loo oxtrfl.cn con mayor o menor 
intonaidnd. Ací loa electrolitoa,glúcidoo oolublea y hnata 
algu.noo l:!pidoa pueden nnlir do lna cálulna por acción de 

loa f1 jadorea. 
Una importante cnractoríotica do .lou f1 judores, o::i el 

cambio qua produ.con on la nparicnc1a y natu1·nlez.a de lna 
proteinna celularoa. Eoto crunbio oo ln configt1raci6n física 

de moHcu1ao protdona ao lltlJM. lleannt'url.\lü . .nción. La pro

teína deanaturnliza.dn oo mQnon tJoluble en aolucionoe acuo

ene. En nlgunoo cnoou la deonuturnliwción depende dol tipo 

y concontraeión: de loa fi jadoreo uondoa, a.af como la dura
ción del tejid() tratado. En el cntio da tlennntu.ralizac16n 
temporal o pnrcinl l.ll.o p:roto!nna puod1en regreua.r a l.'lU cata

do original o quodn.ra0 inastttbleu. El entado inestable de 

laa proteína.a. ea un obntdculo ¡:mra la re11.liv.n.ei6n de una 

buena preacrvnc16n. Por otro lndo la.o prottdmu.J doana.turn-

117.ade.a oo convierten en coá.'31.JlOa que tnvolucr-an crunbios 
irreveraiblca • Loa reactivos que co~ulnn lnt1 proteínas en 

mezolno opa.cita de grá.imloo o retículoa a61idoe que perma:n
ceo auapenJidoa en e1 fluido, aon llamado~ fi _i(idoroa co!l>M• 

gulantea. Eotoa floculan la.ti molóculna J'.ll'Otntcnn protoplrh1-

micno, cnuaando cambios en laa 0a·tr1.rntun:rn prnteicam por 1<> 
que no oe usa.n en mi.cri:n~cop:!a electrónica. Por o). ooti'tl"Ol"io 

loa fíjadorefj no coagula.ntea ( tetr86Xido iltl omnio~ glutnrn.! 
deh:l'.do, ate .. ) trana!'ormun la.a protefont:t cm un gd mtt.f fino 
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por au estabilización causando muy poca desnaturalización 
de estaa, que retienen algunos de aua grupos activos. 

La extracción de laa proteínas es variable con el agen 
te fijador y el amortiguador usado, nsí como la temperatura 
y el tiempo de permanencia de la muestra en dichos liquidas. 
La fijación en tetraóxido de osmio do 2 a 4% disuelto en 

veronal acetato que ae uaó clnsica.mente en microscopia ele~ 
tr6nica extrae en 4 horas ca.si el 50 % del peso seco del t~ 
jido (Bahr, 1955). 1uft y Wood (1963) demostraron que el hi 
gado de rata fijado con tetra6xido de osmio al 3,33 % amor
tiguado con S- collidina, pierde un 15 % de au contenido 
proteico en la fijación y un 15 % durante la deahidrataci6n. 
Al usar eatoa autorca otros amortiguadores como el de foaf,!l 

toa, areena.toa, de bicarb';)nntoo HCl, veronal - a<!etato HCl, 
'.{ el dicromato- cromato de Da.lton, encontraron que ae µierde 
un 8 '!> del contenido protoico durante lll fijación y un 4 % 
en la. deshidratación. 

La fijación de tejidos para microscopía electrónica ea 
un problema crítico, puesto que el fijador debe preservar no 
solamente ln formn y tnmafio de loe componentes celulnree, -. 
sin~ tnmbi6n au organi~ación molecular, para que la estruc
tura moleolll.11r oe haga insoluble a loa aolventee utilizados 
en la. incluai6n y lo auficientement.~ fuertea p¡;ira. reaiatir 
laa fuerzas mecdnioa.a implicilda.s en el corte ultraf:i.no y en 
la acción del ha.z electrónico por lo qu.e el fijador ut1.l1z~ 
do debe reemplaznr laa unioneo débiles, como loa puentea de 
hidrógeno, uniones 16nicaa, f'uerzaa do van der Wnals. que -
ae alteran con loa cambios do temperatura y los oolventea 
orgánicoe por unlonea oovalenteB. Ciertos fijadores aspe -
cialea tienden n mantener intacta.a determlnarlna :nncromolé -
culaa y se utilize.n en citoquímica. 

Un fijador id.aal pe.ru m1.croaco.pía. electrónica debe Ctl;E! 

plir eatoa requisitos 1 

a).- Deanaturaliznr laa proteínaat deteniendo laa reacciones 
enzimátioaa ain alterar la ultraeotructura colu.ltir. 
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b).- Evitar la alteración por loa solventes de la ulterior 
inclusión. 
c).- Aumentar la reaiatencia a la acción del fuerte bombar~ 
deo del haz de electrones, al introducir loe cortes err el 
microscopio electr6nico, 

La preeervaci6n del sistema nervioso, para su estudio 
antiguamente era un problema ya que este tejido es muy de -
licado y se altera rápidamente después de la muerte, merced 
a la producción precoz de fenómenos de aut6lisia ,y_a que 
se altera. notablemente a consecuencia de las -wnriacionea de 

preai6n osmótica. El fijador ideal sería el que, además de 
coagular y hacer insoluble en agua y alcohol la trama ner
viosa, conservara exquisitamente la arquitectura íntima de 
las células y fibras y evitará en absoluto el retraimiento, 
coalescencia y vaouolizacionea. Desafortunadamente no exis
te éste fijador i<loal aplicable a todos los casos, por lo 
que ea neaeaario mencionar varios fijadores 

FORMOL.- Es una aoluo16n acuoan de aldehído fórmico al 4 ~ 
fue empleado por primera vez en microscopía óptica para f! 
jar sistema nervioso central por inmersión, conservando ba! 
tan.te bien la glia de la austancin gris y blanca, pero al
tera aenaiblemente ln mielina y en cierta medida, loe orga
noidea. ricoa en membranas. Ramón y Caja.l ~ ~ (1972) agrega 
'1?16 variante al fijador de formol, afiade bromuro de amonio 
que actúa como mordiente y colorea la glia. Máa tarde nUeVl!., 

mente Ramón y Cnjal (Ramón y Cajal 2.! al, 1972) propone otro 
fijador de formol con nitrato de ura.no pnra colorear el apfl 
rato reticular de Golgi de todos los tejidos, posee el inct!!. 
veniente de penetrar poco sobre todo en la auatnnoia gris. 

ALCOHOL.- Utilizado como fijador del aiotema nervioao, os 
uno de loa más inofensivos para. ésta, pero altera pr-ofun.;ta ... 
mente, y e.un disuelve a la larga, los lipoidoo mhl.ínicoe. 
Aai mismo es un excelente indurante para laa neurofibrillae 

y plexos nervioaoa e hietog6neaie del aiatema ner.rioao ... 
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( m4todo de Cajal). Siendo un ~uen fijador para su empleo 
ulterior del tejido con los colorantes básicos de anilina. 
Tambi'n tiene acci6n deshidratante de los cortes, gracias 
a la cual se obtienen preparaciones conaerv:ablea. 

LIQUIDO DE MULLER.- Se compone de bicromato potásico, sul

fato sódico y agua destilada, ea uno de loa fijadores más 
antiguamente usado en la fijación del tejido nervioso, tie
ne acción oelectiva. para la mielina, la. fija y endurece, no 
retrae, ni deforma las piezas del tejido. También se puede 
utilizar pa~ le demostración de ln morfología de las neur~ 
nas en el método de Golgi. 

LIQUIDO DE REGAUD.- Compuesto de biCl'!'omato de potasio al 3% 
acido acético glacial y formol, ee un excelente fijador de 
las mitocondriaa de lae células nerviosas de neuroglia. 

TETRAOXIDO DE OSMIO. - Fue introducido en la técnica histo
lógica por SchUltze y Dudneff en 1865( Ram6n y Caja~!,! !1_ 
1972), como uno de los fijadores más importantes del tejido 
nervioso, la principal ventaja de éste reactivo, a61o o ªªQ.. 
ciado a otras auatanciaa, consiste en mantener fielmente la 
forma de laa f'ibraa nerv.iosas, fijando perfectamente la mi!!_ 
lina y demás lipoidea. Las piezas fijadas en tetra6xido de 
osmio pueden aometerae a la diaociaci6n (nervios) o inclui! 
se para efectuar cortes. Permite coloraciones complementari 

' -
as (fucsina , hematoxilina; aafranina, otc.)" La. circunatn11. 
cieL de emitir w.1.porea irri tantea oobre todo para. la conjun
tiva y la. facilidad con que oe reduce a. la luz en contacto 
de impurezas y singularmente de sust<•ncins gra.sao, impone 
para su conaervac:l6n algunas precaucJ.oneo. Su princ:ipal ín~· 

con"l:'en:1.ente es la extrema lentitud de su pmrntraci6n en el 
tejido lo que obUga el uso de piezns muy pequeñas, lo quo. 
a veoee ea lllUY inconveniente en loa .eatudioa de vítts de co.,. 

noxi6n. 
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Camilo Golgi, 1880 (citado por Ramón y Cajal, et !.! 
1972) descubrió el empleo del cromnto do platn para desta
car las células nerviosas con exclusión completa de las 
otras. Ramón y Caja¡ adoptó ésta técnica en 1888 y 1889(oi
tado por el mismo autor y de Castro 1972) con objeto tle pe!: 
feccionarla eventualmente y a medida que aplicaba la nueva 
técnica a diferentes zonaa del sistema nervioso, descubría 
una desconcertante diversidad de tipos de células nerviosas 
provistas de lna más distintas formas de expanciones celu
lares. El miomo diseñó otros métodos para colorear los cor
tes histológicos logrando un gran adelanto en el estudio del 
sistema nervioso. 

PIRIDINA.- Introducida por Dona.ggio ( cita.do por Rnm6n y 

Cajal, !.:!'.. ~ 1972) para técnica neurológica, permite la im
pregnación de las nourofibrillas pero modifica profundamente 
los demás componentes del protoplasma, cuando se le emplea 
pura., produce vacuolaa en la sustancia gris pudiendo susci
tar coaleacenciae intercelulares. 

Fischer ( 1899), tra.baj6 aobre m6todoa coloidales y 11~, 

g6 a. la concluai6n de que loe fi jadorea actúan esencialmente' 
aobre la porci6n proteica de las c61ulaa produciendo una a!_ 
paraci6n de la faeo sólida (dieperaa) del coloide, de la 1!_ 
quida (diaperaante) y que la primera. precipita. en la forma 
de gránulos, redes, grwnos, etc. Se~al6 que loe mejores fi
jadores son loa que provocan las más mínimas alteraciones 
en laa célulao y que precipitan laa proteínas en la forma 
más fina,, llegando a. ser agregadoa ultraestructu:ralea que 

no cambien el aspecto de la céluln y tiendan n reemplazar 
las débiles a.aociacionea :i.ntermolec1.üatreo por otrao más ea -
ta.'blea, dándolos ma.yor unidad. 

La investigación biol!Seica. ha viato incre111entada extra 
ordinariamente sua poaibilicla.dea con el empleo del microa~·
copio elect!"..Snico. Los primeros inv:9atigadorea de la ultra-
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estructura. celular utilizaron para fijar aus tejidos funda
mentalmente el tetraóxido de osmio que durante el siglo pa
sado se usaba para microscopía óptica. 

Palada en 1952, introdujó algunas características que 
debe reunir el líquido fijador, como son su concentración , 
pH y el uao de amortiguadores como el acotado de veronal . 
En este trabajo demoatr6 que la concentración de hidrogento 

nea del liquido fijador es muy importante para una buena 
preservación del tejido y demostró lo benefico que ea usar 
amortiguador en el líquido fijador ligeramente alcalino, ya 
que un fijador ácido produce hinchamiento mitocondrial, va
cuolizaciones . y preci·pi taciones del protoplasma. 

Dalton en 1955, agrega otra variante al fijador de te
tra6xido de osmio, el dicroma.to de potasio, que aunque fiji¡{ 
ban bien los tejidos, producía menos contraste en ¡as célu
las. 

Rhodin (1954) y Zetterqviat (1956), ae dieron cuenta 
que el liquido fijador de Palado reaultabn algo hipot6nico 
para algunos tejidos y los hematíes de la sangre de loa ma
míferos, por lo que·no era recomendable como fijador para 
loe tejidos de los mamíferos y propusieron un fijador iso
t6nico para evitar la hinchazón de algunos organoides celu
lares como las mitocondriaa y vesículas del retículo endo -
pláom1co. 

Luft en 1956. introduce un liquido fijador c?n aldehído 
acrílico o acroleina que penetra rápidamente al tejido evi
tando la contracción del mismo pero no retiene loa lí9idoe. 
El inconveniente de éste fijador ea que destruye la activt 

dad enzimática por completo. 

Kellemberger, Ryter y Sochnud (1958) proponen algunas 
modifiaacionee a laa propiedades del fijador. En un estudio 
eiahmático de la reapueata del material genetico de l.as 
bacterias emplearon distintos líquidos fijadores, llegando 
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a la concluai6n de que se debe añadir ionea de calcio o de 
magnesio y hacer un lavado con acetato de u.ranilo o con ni
trato de lantano, después de la fijaci6n. 

Bennett y Luft en 1959, agregan una. inovación al fija
dor de tetra6xido de osmio que ea la S- collidina (2,4,6, 
trimetil piridina) que es una base que actúa como amorti -
guador. La onda de4acidificaoi6n que produce el tetra.óxido 
de osmio al reaccionar rápidamente con las aminas terciarias 
del tejido, ea aminorada por el amortiguador de S- collidina, 
pues sus componentes ionizados , que son bases débiles pen!_ 
tran rápidamente en laa células y reemplazan la capacidad 
de loa grupos aminas para mantener el pH , intracelular más 
o menos constante. 

Como la fijación por inmerai6n no di6 muy buenos reaU!_ 
tadoa, debido a que las distancias que debe penetrar el fi
jador son r.elativamente grandes ya que las muestra.a más pe
queflas de tejidos miden de 1 a 3 milímetros de lado. Fue 
necesaria la introducción de loa agentes fijadores por la 
corriente sanguínea para obtener una. rápida diatribuci6n del 
fijador por todo el tejido, siendo necesario que el fijador 
recorra por difua16n distancias de unas· po·caa micras para 
ponerse en contacto con lae cdlulne a fijar. 

Peaae (1962) y P.\llay (1962) 1 experimentaron éeta t4cn,! 
ca de fijación por perfusión con totra6xido de osmio, para 
preservar todos loa componentes celulares del eiatema ner
vioso central. 

González Aguila.r y De Robertia (1963), desarrollaron 
una tácnica de fijación mediante perfu.oión vascular con for. 
malina seguida de otra fijación con tetra6xido de oamio, PI!. 
re. el eatudio del aieteina nervioao central de rata.a, obte ~ 
niendo buenoa resultados, pero cuando uaaron unic6.lllente fot_ 
malina , no consiguieron una preoervaci6n completa, aino a.é, 
lo de pequefta.a porciones • 

Sabatini, Benach y Ban-nett (1962, 1964), introdujeron 
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ol uso de aldehídos como fi.jadoree (glutaraldehido, glioxal, 
hidroxiadipo.ldehido. crotonaldehído, aldehído pirúvico, ne~ 
taldehído y metucroleinn), a diferenteo ooncentrncioneo por 
perfusión vascular para preservar la ultraostructura colulnr 
Y actividad enzimática de varioa tejidos animales. por doble 
fijación y demostraron que de todos loa aldehídos que estu.,;i 
diaron, el glutaraldehído fuó el más efectivo, para preser
var la estructura fina. 

Karlaeon y SchuHz (1965) estudiaron los factores que -
afectan la fijación del sistema nervioso central, para. su e~ 
tudio en el microscopio electrónico. Compararon los resultl!_ 
dos obtenidos por perfusión de aldehídos con los de consegú! 
doa !ll1ldiante la de tetraóxido de osmio y estudiaron las div~r 
aaa concentraciones del agente fijndor, noi como la oamolari 
dad y pJt del vehículo del fijador. J.0a mencionados nutorea 
encontraron que la llipertonicidad cnusa alteraciones celull!reS 
como contracciones , hinchamientos y formación de espacios ª.! 
tre.celularea, que loa pH elevados o muy bajos del vehículo -
del fijador aon perjudiciales para la preservación ultraea
tructural y que cuando se aumenta .ln concentración del fi:lador 
se reduce la formación de espacios extracelularea,ain embargo 
no se obtuvo una buena fijación ultra.eot1•uctural en forma con!! 
tante.Poatoriormente Schultz y Kar1Gaon(1965), en sus estudios 
de perfusión vascular con aldehídon y con tetraóxido de osniio 
encontraron que la asimetría de lae membronaa celularea pro
ducida por la fijación con tetraóxido de osmio, deoa:onrecfo, 

con la prevía fije.ci6n en aldehídos y diarninuía la frecuencia 
del espacio extracc].ula.r.En 1966 Karlooon y ~Jchul tz encont~ 

ron nuevas e:xpc:dencias aobre la fi ja.ción de1 oif:ltomn nervioso 

central de rnta., estutlindo ·en el micro::.icopi.o electronico, ~ 
tejido cerebral fue perfundido con r_;lutrl:raldeh:f.do y concl~~ 

ron que le. calidad de lH fí jactón entructural fue uol)rc 11). 

aer retrasada la pcrfuai.6n del liquido fl jn.dor denpués del l.r;!. 

vado sanguíneo, oba(n ... ..-e.ron la formac:l 6n de mucho o eirnr.wioo o,; 

tra.celu.laree y rnala. preecrvnei6n de loo orgnncloo intracelul!, 
res, algunas mi tocondria.a preoen·tnron autólinio in·terna. y otras 
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presentaron hinchazón, sólo la mielina se fijo bien. 

Torack (1965), observó aumento de espacios extracelu
larea en el tejido nervioso, fijado con hidroxiadipaldehído, 
por la acción química que éste ejerce sobre la membrana pla! 
mática y aobre las proteínas intracelulares. Sin embargo 
observó que con glutaraldehído ésto no ocurrió, confirmando 
a este respecto que el glutaraldehído es el mejor fijador. 

Después de la introducción del glutaraldohído como un 
fijador de uso general para microscopía electrónica e hist_2. 
química por Sabatini, !! ~ (1963), fue necesario estudiar 
su pureza, estabilidad.y composición química. Fahimi y 

Drochma.ns (1965b), para purificarlo diaefiaron 2 métodos : 
1).- Lo trataron con carbón activado y 2) por destilación 
fraccionada al vacío. Espectrofotométricamente determinaron 
su concentración, utilizando el pico de absorción a 280 nm. 
(nanometroa) del producto destilado disuelto en a.gua. En 
loe productos comerciales determinaron dos picos de abeor
bancia uno a 235 nin, y otro a 280 run. El primero ea debido 
a un polímero del glutaraldehído y a otra.e impurezas y el 
segundo a el glutaraldehído mon6mero. y concluyeron que loa 
productos destilados puros, tienen un sólo pico de absor. -
bancia a 280 nm. Más tarde en 1968, los mismos autores pu
blicaron sus estudios sobre la inhibición de la actividad 
de la fosfataaa acida en hígado de rata, usando glutaralo
dehido comercial como fijador.y encontraron que la inhibici6n 
era alta pero que cuando usaron glutnraldeh:ído destilado al 
vacío ésta disminuía. 

Weatrum y Lund (1966), estudiaron el sistema nervioso 
(cerebro) de rata y carpa dorada, fijados por perfusión con 
formalina, en el microscopio 6ptico y electrónico encontraron 
cambios drásticos en loa organelos citopláamicos, como 
retículo endopláamico hinchado y formación de espacios ex
tracelularee • Concluyendo que la prolongada fijación con 
f'orma.lina sola, da una pobre fijación ul traeatructura.l. Pero 
!'.·.i .. ,, •l '· 
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se puede mejorar si se perfunde rápidamente, sin hacer pre
vio layado,;¡ seguida de una postfijación con tctra6xido de 
osmio. 

Webster :r Ames (1969), aislaron retino. de conejo y la 
fijaron con gluta:t-aldehído al 3 % con amortiguador de fos
fatos hipertónico, también la fijaron con tetra6xido de º!!.. 
mio al l ~' en solución amortigua.dora. isotónica. Al obser -
varee los cortes en el microscopio eleotr6nico, encontraron 
regular fijación de algunos componentes celulares, pero hubo 
contracciones celulares, hinchamientos mitocondriales y di
lataci'n del retículo endoplásmico y de algunas sistemas 
del aparato de Gblgi. 

Rodríguez (1969), perfundiendo por el ventrículo cere
bral, con una combinación de aldehídoa (glutarnldehido, fot, 
maldeh!do y acrolcina), logr6 muy buenas fijaciones de todns 
las áreas del sistema. nervioao central del sapo y de otros 
animales pequeffos. e introduj6 un diopoaitivo para controlar 
la preei6n del fijador dentro de las cavidades. 

Schultz y Caae (1970), modificaron ln tócnica de uor
fusión vascular para el aiatemn nervioso central. haciendo 
un lavado antes de la fijación, oon oolución Tyrode conte
niendo goma arábiga. que ea un polisacárido que no se combina 
con el f1.jador y no difunde a través del end!Jtelio vaecu.l~r 
creando aa! una. cierta tensión onc6ticn en el interior de -
los capilarea que Sf! a.aetneje. a. la que normal.mente tiene la 
sangre. Para la fijación usaron a.ldohidoa concentrncloo ( 
glu·taraldehído, formaldehido y acrole:ína) y obnorvaron nl-
teraciones en loa organoidea celulares. 

?actores que afectan la calidad de la fijación. 

El pH, la. fuerza i6nicn total, la eompoaición iónica 
eapeo:!fice., lo. contrtante dieléctr:í.ca, ln oamolaridad, la 

to:nperatura, el tiempo de fi jMióri. :f el rnótodo do aplicacirln 
de la aolllción fija.dora., son factores c:dticoa en ).a. deter-
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minaci6n de la calidad de fijación del tejido. El a.gente f!_ 
jndor puede tener un efecto perjudicial en ln eatructura de 
un organelo, aunque puede no ser la causa principal del da
ño. 

Ta~to el aumento como la diaminución del pH altera a 
laa proteínas, porque su punto iaoeléctrico depende del nú
mero de ácido o de baaea presentes en las moléculas y de la 
constante de disociación de ácidos y bases. Laa proteínas 
son eléctricamente neutral a un pH igual al punto iaoeléa
trico, muestran solubilidad y viscosidad mínima y producen 
poco aumento de preai6n osm6tica. Cualquier cambio en el pH 
afecta laa propiedades fíeicoquimicae de una proteína. nae 
proteínas son capacee de combinarse con cationes en el lado 
alcalino del punto isoeléctrico y con aniones del lado ácido. 
B~jo condiciones normales el plE de las células está en el 

lado alcalino. Un cambio de pH del lado alcalino, awncnta 
la ionización y la presión osmótica de laa proteínaa, esto 
cauaa la atrace:i.6n osmótica de loe líquidos fijadores a lae 
células. Loe cambios de pll en un fijador, cauaan grandes a! 
teracionea dentro de la c6lula 1 incluyendo la coneistencia 
del protoplasma, selectividad de la membrana celular y 

actividad de las enzimas. Se sabe que el tetraóxido de osmio 
. ' 

disminuye el punto ieoeléctrico de laa proteínaa, debido a 
la destrucción de runinoácidoa básicos. La reducción del 
tetrn6xido de osmio a un r&aiduo ácido puede causar también 
acidificación del tejido. En eritrocitos de am.fibio y en 
proteínas en general, Tooze ( 1964-.) indicó que el pH iaoelé2_ 
trico disminuyó de un rango de 6.9 a 7.2 a un Y8lor entre 
5.0 y 5.2. r.oa tejidos Hjados en solución d'J tetra6xido do 
oamio no amortiguado puede formar artefactos, dcspmfo de que 

·1a. acidificación de loa tejidoa procede su fijación. I,a 
amortiguación de la aoluci6n fijadora., puede neutralizar la 
probable acidificación y de eate modo el d11>ño al te;jid'' es 
mínimo. Algunos investigadores sin embargo, han reportado 
preservaciones oa.tiefactorine de la cstructurtt fina con -
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soluciones fijadoras de totraóxido de osmio no amortiguado 
(Drochma.na, 1960a, y b ; Clnude, 196la, y b ; Malhotra,1962; 
Backer, 1965 ; C'huung, 1968). 

Recientemente Wriggleaworth y Pnroker(l969), demostra
ron que el pH , permite modificaaionee estructurales de las 
proteínas, en membranas z::dtocondrialea, las cuales conducen 
a alterae:ionea en la ultraeetructura de la membrana. La 
combinación de las prote:ínae con aniones o cationee para 
formar componentes inaolublea, esta estrechamente relacio
na.da a el pH: del líquido fijador. Ya que las proteínas aon 
reaponaablea de las características estructurales de una c~ 
!u.la y el peao molecular de laa prote:!naa dependo fuerteme~ 
te del pH • T9.1%lbién ea importante conocer la concentración 
de iones hidrógeno del interior. de la célula para controlar 
la calidad de fijación. El pH promedio de muchos tejidos 
anjmales ea de 7.4. La mejor presorvncióru do la estructura. 
fina se obtiene a un pH de 7.2 a 7,4. A1gunoa investiga -
dores sin embargo han encontrado el mimno resultado con pB 
altos como de 8.0 (Mercar y Birbeck, 1966). Loa pH más ale'!:_ 
linos (!LO a 8. 4) ae prefieren cuando ae trabe.ja. con tejidos 
altamente hidratados, como loa protozoarios, invertebrados 
y tejidos embrionarios. Helander{l962), indicó que la mucQ_ 
ea gástrica oe preserva mejor a pH 8. 5 '. La preeerváción 
mejora cuando se obtiene bajo condiciones alcalinas debido 
a le. inhibición de la acción protoolitica de la. 11epaina. Un. 
fijador con altn oamolaridad ea útil para fijar loa tej:l.doe 
mencionados anteriormente yu que se caraoterizan por tener 
un plaama con alta presión oarn6ticn. Loa pH bajoa aon reco
mendados para eatabiliznr loa conatitu;rentea nucleolaras y 

las delicadna fibrillas del huao mit6tico (·Claude,1962;Roth, 
~ !:!,1963). Waddell y Be.tea (1969), usaron varios métodos 
para determinar ttl pH intracelular de una gran variedu.d de 
c6lulaa y tejidos. 

Le.a soluciones 81llortiguedor.aa contienen un ácido débil 
y au sal con una base fuerte, o una base débil y a1.i. r;al con 
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un ácido fuerte que resisten cambios en la concentraci6n de 
iones de hidr6geno, cuando se agregan pequeñas cantidades 
de un ácido o base fuerte. En esta forma , durante la fija
ci6n, loa cambios del pH del amortiguador son muy pocos, ya 
que si aumenta la concentraci6n de protones, la fracci6n 
del ácido que se encuentra disociada loa acepta. El efecto 
de los cambios de pH , en la estructura fina. durante la fi
jaci6n ae reportaron como inaignificantea(Rhodin, 1954¡ 
Zetterqviat, 1956). Sin embargo estos estudios demostraron 
algunos cambios, incluyendo vacuolizaci6n de las sustancias 
del citoplasma como resultado do los ca.mllii.os de pH • La 

relativa tolerancia del tejido cerebral a variaciones en pH 
reportados por Schultz y Karlsson (1965) ea en parte relact~ 
nado a lae condiciones 6ptimaa bajo el cual el tejido fue fi 
jado. 

La preservación inadecuada de capas de tejido profundas 
puede deberse no sólo a la autóliaia y a la lenta penetra -
ci6n del fijador , sino a que se esta usando un. amortiguador 
inadecuado. La temperatura del amortiguador también ea im
portante, puede variar si ae prepara en un cuarto frío y ae 
pasa a. uno de temperatura ambiente (Good, 1! al, 1966). 

La calidad de la fijación depende no unicamente del pH, 
sino también del tipo de iones presentes en el amortiguador, 
ya que loa amortiguadores reaccionan en loa procesos ue fij~ 

ci6n. Se ha demostrado que la cantidad de proteínas extraí
das durante la fi. jnci6n en preaencio. de iones de cnlcio, ea 
diferente que en presencia de iones de sodio, a.1.trl cnnnclo en 
alguno a casos la toriicidad es pnrecida. (Wood y Luft, 1965). 

Se demoatr6 que al agregar iones de calcio e.1 amortiguador 
acetato de veronal, usando como fijador el tetrn6xido de 
osmio, 13e suspendió la oxtracei6n de la hemoglobina de laa 
''álulas sanguinena (tooze, 1964). Caratenaen,s;! g. 1969 
también demostraron q_ue·el agregado de calcio a. la aoluci6n 
de tetrn6xido de osmio, n¡uda a la entabilidr..d do laa 1•1E'.n:1. · 

brn.na.s de laa células mi.ngu:ínens . Luft y Wood (19.~ : ·¡, '.ü;. .. 
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mostraron que el tetraóxido de osmio amortiguado con S~collJ. 
dina, extrae proteínas del hígado de ra.ta,durante y despuéaae 
la fijación.Otros investigo.dores sin embargo,enoontraron que 
la S-collidina mejora en el tejido pulmonar después de pro
bar&; diferentes tipos de amortiguadores(Gil y Weibel,1968), 

-~-~ . . .. ~ ·- . - ~ -
Loa diferentes tejidos difieren en sus reacciones al usar 

un mismo fijador. En estudios comparativos usando difertm
tee tipos de amortiguadores se demostró que la variación en 
la constitución específica del amortiguador produce diferen 
cías significativas en la tinción y apariencia morfológica 
de cálulae y organeloa (Wood y Luft, 1965). Los efectos de 
diferentes sistemas amortiguadores en la estructura fina son 
menos aparentes, si el tejido es fijado en in ~. con gl~ 
taraldeh:ído (Ericeaon, !!,! ~. 1965 ; Maunsbach, 1966a). Esta 
estabilidad probablemente sea debida a los efectos de las 
uniones fuertes cruzadas que el glutaraldehído produce en
tre las cadenas de proteínas. Debe tenerse en cuenta que 
algunos organelos celulares aon máo sensibles a un determi
nado amortiguador que con otros. Desde que Palade(l952) i,!l 
trodujo el amortiguador de acetato de veronal para el fija
dor ae han emplea.do un gran número do dlferentea amortigua
dores. Sin embargo los comurunente usados en microscopía 
electrónica tienen una moderada dieocinci6n y fuerza iónica. 

No existe un amor'tiguador ideal para todos loa tejidos,ni 
tampoco existe un acuerdo •entre loa investigadores, en cual 
ea el mejor amortiguador, ya que cada sistema amortiguador 
tiene sus ventajas y deaventajna. r,a eficiencia de un nmo!_ 

tiguador varía en diferentes pH , y debe determinarse si ea 
útil al rango de pH, e.l que ae lo pretende utilizar. 

La tonicidad del fijador tiene un efecto directo en la 
apariencia del tejido fijado. Sin embargo, loe diferentes 
tejidos difieren en su capacidad para intercrunbinr iones , 
entre la solución fijo.doro y la austaneia intercelular. gg_ 

ta diferencia probablemente ClS'~á en parte :xelncionnda con la. 
densidad del tejJdo pues la. osmolnridad del fi jndt)!' ajore-e 



17 

un marcado efecto en loa to H'1o:J menos comnnctos. Pntd.mi y 

D-roc 1~!?'.'.lns ( 1965n) oatudinron lo" e:·: ·D quo cnunarJ en m1\~:1-

culo ue rata, loo cambio::i tlO omnol.uridad de un f1 :iE':i<>r y 

Gil y Weibel (1968) lo hicieron con tejido uulmonBr. Stoner 
y Siruk (l':in;: Jbservnron en rnitocondrjas c:.·,1.:-.i ·o en r!c· s·i

dnd 6pticn, volu:nen y u!:ra1rntru·~~ur~1 inducidos (1:1m<.1t;ic:'-·

mente por loo cambios en oumolaridnd del fijador. 

Las oolt<ciot:{·n hipot6nicno en genera1 cnunnn ... Lnchm:i:i.e_!! 

toa de loo tejidos, coto :ie oi:;::ierv:\ fé.ci.lm(mte. corno :;n di

jimos en lao rn1tocondrias, mieutrtw que lns hiPertónic::!s 

producen retracciones. Por lo que se ha nrobndo equilib1·ar 

el fijador oomdticamente con el Lnterior de ln célula. Al 

agregar un amortiguador nl fi ,jwior, lu toni.citlnd se puede 

ajuntar apropindnmente n;~egando no clectrnliton (HucronLl). 
O electrolitoo (cloruro r]e écodio) 'JUC no l)OllflCren nl '..ntr-

rior de lae células cJn rncil.i.rl<t•L Lnn nuGtr.ncl«!J ;~:'\s co:~:Jn 

mente uoadaa :iara equilibrar i• tonicidad rJOn el cloruro de 

aodio (Rhodin, 1964), oucrana (Cnulfield, 1~~7), polivinil 

pirrolj.dona. (Trujillo - Genoz, l';l57), dcxtrnn (!1nhr. s;.l al, 

1957) y t:lnco:J:-- pnra célulao voge tnloa (McLur~n · 9GO). Se hen 

propuesto diferentoo 111étodoo para 11;)ustnr ln tonicit:r.d de un 

fijador. Uno de loo métotloo mó.B cfcctivoo es el :íe ~:r-:retc;ar 

una solución saHna paro hacer ürntónico n1 fi,iador. Eotfi 

método fue primero propueoto por :J;jtlntrand y colaborad orca. 

1953,1956a., l95Gb; Rhodin, 1954; Zetterqviot, 1956. Cúando 

realizaron exj_tooaa f.ijaci.onen rm te;jidon tle nmrníferofl con 

tetra6xido de omnio r.mortip;uado y oquilibrn.do in()MnLcn.rnente 

con el suero sr.mguíneo. Bl equilibrio ~6nico oe roaliz.6 n~ 

gando sales de aodio y potasio (cloruro do sodio) en la prc:t 

porción establecida pnra te;l.i·:oo do mumfferon • !,i~ uti.l:!.dnd 

de laa oolucioner.i : :':C t6racuo indtrectamcntc fue demontr';;lo 

por Maunsbach. n al, (1962)' cunn(lO renortnron l.oo efectos 

indeseables en la estructura finn nl fi;l1n• ctHulrrn tu\'mlru•es 

proximaleo del riñón con tetra'5xido :1e osmio, conteni1mdo 

cloruro de !Ndio h:t pcrtónico. Rhodil; \1954) ronortó cu.rnbioa 
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en el liámetro de las mitocondrins de apiteliQ intestinal 
fijado a ~i.f,..,rentea osmolaridadea. Bnhr. et :::..!. (J.958) y 

Wood y Luft (1965), opinan que la ventaja de usnr tetra_ 
óxido de osmio isotónico es exagerada y que la presión os
mdtica total que e~e~~-~ las partículas del soluto aP ~ 

fijauor no siempre esta relacionada con la hinchazón o aneo 
gimiento de las células. No habría un valor correcto para 
la iaotonicidad por la e •:rniderable variación en la osmolu
ridad i~tracelular, lo que produce que en algunos casos la 
tonicidad intracelular sea diferente a la del plasma aai 
mismo, varios estudios han indicado que el líquido fijador 
isotónico no impide los hinchamientos (Bahr ~ !!:1_. 1957; 
Miloning y Marinozzi,1968). 

Se ha demostrado que las membranas pierden su relativa 
impermeabilidad a loa ionoa sodio cuando so fijan en tetra.
óxido de osmio (Wood y Luft, 1965; Elbera, 1966). La fija
ción c.m glutara.ldeh:ído no di6 eatoa renultndos • Por lo que 
conviene cuidar la tonicidad de loa líquidos con que se trt!, 
tan lae muestras después de la fijación aldehídica, ~a.ata 
completar su postfijac1ón en tetra.óxido de osmio. 

El hincha.miento que, como dijimos más arriba., ae pro -
duce en ciertos tejidos fija.dos en soluciones isotónicas, 
se ha relacionado con la inactivación del transporte de so
dio en la membrana celular (Robinaon,1960). Sin embargo se 
ha mostrado que un fijador isotónico, disminuye el dailo a la 
capa superficial de un espécimen, ca.usado por desequiJ..ibrio 
osmótico. Adenás en el caso de tejidos delicados como pulmón 
y embl'iones () células cultivadas, en los cuales la penetra,¡_ 
ci6n no es un problema., la fi jaci6n ba.jo condiciones isotó
nicas ea adecuada ·porque proporciona. las concen.tra.(liones 
apropi.adaa de iones a la :nczcla fijadora. Bahr !!, al (1957). 
co!'.~rolaron loe hinchnmientos al a.É~:regar dextran a.1 glutar!!;l 
dehído, evitando e1 a.u.mento de espacios extravnacula.rea., 
especialmente en páncr<.Hla. gata forma de controlar los hin
chamientoa fue ex-plica.da -por Wood y Luft (1965) 1 hipoteti -
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v.ando que después de cnt:ir en contacto con el tetroóxi1io .!o 

osmio, las membr:::mao <!ohilni···ri ;15 erden ou re la ti va imnormon 

bilidad n lna pequofina mulóculas y ionos de lu oolucidn fi

jadora, por el contrario lns gran<lcs moléculas do dextnn 

son ir1r·¡paces de pasar n través de mcr.i~ :.mas y nsí c,jcrcen 

su presión osmótica quo impide hinchamientos celulares . 

.Milloning y Marinozzi ( 1968), sugirieron que ol arrregar 

calcio a :mntancias no ioni v.ables controla los hinchamien

tos y que loa eri troci to~1 hwna.nos oe conservan correctamente 

al agregar cloruro de oollio al 0.05 '/o nl fijn.dor, sin ombnrgo 

la preoenda de lJUCroou no inhibió el aumento de volumen. 

Se onbe que la auoencitJ; de calcio en la solución de ·cetra -

6xido de osmio causa hinchnmicntos cromoaomales y nucloares. 

El papel exacto del calcio en prevenir ootoa cambios no e~ 
tá completamente claro. 

Cuando ae u~an concentraciones b::i.)as :le fi jadoreo se 

requiero mucho tiempo e· fijación, que causa difusión de 

enzimas , extracción de material celular y contracciones o 

hinchamientoo del tc,iido. 'l'ambi6n lnn ultno concentraciones 

destruyen ln nctivir1ad enzimática y da.fiar' la entl"Uctur[! fina 

do las célulao. Loa difcrontea comnonentco cclulrlrcs difieren 

en su respuesta o. las variacioneo en la conccntrncidn de un 

fijador dependen del fijador empleado. Generalmente lns a±_ 

tas temperaturas aumentan la velocidad de reacciones quími

ca.a entre el fijador y los conati tu:rentco celulares, inclu

yendo lna enzimas, también nu.•iirmtan la difunión ele un fija

dor dentro del tejido, pero cuando ae Prolonga por mucho ti_ 

empo causa cxceoiva extrecci6n de material celular. Los fi

jadores que pene1;ran y fi jnn rÚrl:ldnmente { acroleíria) comttrl

mente no riqui er•en temneraturao al tas o mur:ho tiemno de fi

jación, los fl.jnc:, ~·c,!.l que penetran lentamente :r f-i,illn mode

radamente (tetra.óxido de oamio), !'')quieren mucho ttcmpo de 

fijación y bajas tcrn~h1rP.turns narn reducir al mínimo la cx

tra.cci6n c]e los consti tu;renteo celu.larea. J,oH fijadores que 
penetran lentnmen te pero fi.1an r:ipi.dnme:yte ( i;lntaraldeh:l'.do 
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y permanganato de uotusio) se ?Uedon usar a temperaturas 
~ltas reducicr,· •!- 'iornpo de fi'~c:.ón. Los fJ.iw~···:·e;, que 
penetro..n duidamente !•ero fij~n lente.mente (formnldohído) 
no son preferidos parn ~reservar la estructura fina excento 
cuando se mezclan con otr·· fije.dores. 
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OBJETIVOS. 

La gran cantidad de trabajos realizados sobre la fija~ 
ci6n del sistema nervioso central, para su estudio bajo el 
microscopio electrónico y la gran variedad de líquidos fi
jadores propuestos como aceptables 6 excelentes, para fi
jar una estructura determinada 6 un corto número de estruc
turas de la célula nerviosa, así como las contradicciones 
entre las conclusiones de los autores usando una misma téc
nica de fijación, originó áate estudio experimental, en bu~ 
ca de las causas de dichas dificultades y del método más 
adecuado para la fijación de todos los organeloa celulares. 
Se emplearon loa líquidos fijadores y técnicas de fiju.ci6n 
por perfusión más comunes para el aiatem.n nervioso central 
para su estudio en el microscopio electr6nico, tratando de 
obtener un m6todo de fijación confiable y fácil de aplicar 
en los laboratorios de microscop!a olactr6nica. sin necesi
dad de equipos especiales. 

Dadas lns irregularidades de fijación obtenidas con diz. 
veraaa marcaa comerciales de glutaraldebído, que ae obtie
nen en nuestro pá:!a, ae planeó la evaluación de au.1pureza~y 
eficaéia en la conserv~ción de la ultracstructura celular, 
para colaborar en. el mejoramiento do la t6onica de prepar!! 
cionee de tejidos para au eetudio con el microscopio elec
trónico en México. 
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MATERIAL Y M.ETODO. 

Se utilizó núcleo caudado de gato, corteza cerebeloaa 
de rata, medúla. espinal de renacuajo y muestras q_uirúrgicae 
de tumores cerebrales humarilllit. Las fijaciones fueron reali
zadas por inmersión 6 perfusión. Los gatos se anestesiaron 
con una inyección intraperi'toneal de nembutal, a una d6sia 
de 30mg/kg de peso corporal y las ratas con éter. La aneate . -
sia debe ser superficial para evitar la anoxia. Se abrid 
por planos toráxico-abdominal, Se hizd una ineición modi~ 

na de la piel y ea plano osteomuacular se cortó con una in~ 
eición pa.ramedia.na dereoha en un sólo colgajo. Se cor"td el 
diafragma junto a las costillas y se voltearon los colgajos, 
aoeteniendoae con aepa.radorcs en -gato y con, pinzas en rata. 
En ~ata forma ae expuaó el corazón cortandose también el p~ 
ricardio. La aurícula derecha ae abrió ampliamente, para 
permitir le. salida. de la sangre y líquidos de perfusión, ia
troduciendose la aguja de perfusión en el ventriculo iz.:;. 

quierdo. Esta ae aeleccion6~e acuerdo al tamnfio del ventrí
culo de le. especie con que se trabajó, pero en general debe 
ser corta, grueaa y con el bisel 'ligeramente acortado. Si _,,, 
se acorta exageradamente, la introducción de la a.guja a tT!! 
v,a.•del miocardio ea dificil y ésta tiend:.e a te.paree. La 
perfuei6n ae realizó con jeringas cuyo émbolo fue empujado 
manualmente 6 más a menudo por caida libre, utilizundo un 
desnivel máximo do 180 cm. Se perfundió en primera instnn
cia unn solución lavadora y luego el fijador. La.o mnnipula.
oionee ae realizaron con rapidez, de man~ra que no pnoara.n 
más de 3 a 10 minutos, entre la apertura dfJl tórax con co
lapso pulmonar y el comienzo de lo.. perfusión de la solución 
fijadora. Este tiempo es una medida subestimarla de ano'xia 
tisular. Se dej6 pasa.r la soluci6n fi jnd'ora do 20 m:lnutos 
a media hora., tomo.ndo como s!.ntorna. de buonu perfufli6n , no 
tanto la rigidez muscular como el P..clnramiento dol ro;jo re-
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tiniano, que puede observarse desde los primeros momentos 
de lavado. El animal en general queda uuro y puede dejarse 
sin abrir el cráneo de 10 a 15 minutos, deopuda de termina
da la perfusi6n. ~e comprueba posteriormente s1 la masa ªE 
cefálica está endurecida y blanca 6 si por. el contrario 
está con sangre y blanda. En áste último caso el animal se 
descarta. Se extrajo la lllUestra del tejido, la que, deapú~a 
de los tratamientos que se detallan en el capitulo 1e re
sultados, se deshidrató e incluyó en resinas apóxicas. Los 
bloques se cortaron con ultrnmicrotómos MX1 de Sorval y Ul
tratomo l de LKB provistos de navaj~e de vidrio. Los cortes 
ae montaron en rejillas provistas de una lámina de formvar 
de soporte y se contrastaron con acetato de uranilo y/o con 
citrato de plomo. Dichas preparaciones ae observaron y fot.2 
grafiaron en un microscopio electrónico EM9S de la casa 
Carl Zeisa. 
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RESULTADOS. 

Se investigaron loa aspectos fundamentales de la prep~ 
ración del sistema nerTioso para su estudio con el micros:;.,. 
copio electrónico. Los resultados se agrupan de acuerdo a 
la clasificaci6n clásica de las manipulaciones de prepara-
ción de lllaterial biológico en microscopia de la siguiente -
forma J 1) estudios sobre la fijación; 2) estudios sobre la 
poatfijación; 3) estudios sobre el contraste y 4) estudios 
sobre la inclusión. 

1.-Eetudioa sobre la fijación 

La mayor parte de loa experimentos se dirigieron a eat\!_ 
diar loa siguientes factores: a) método de ndministraci6n 
del fijador ;b) composición del l~qñido de lavado; c) compm 
aición del vehículo en el que se disuelven las austnncias 
fijadoras; d) composición y pureza de las sustancias fijadQ_ 
rae. 
a).- •'todo de administración del fijador. 

Dado que para loa núcleos profundos como el caudado.ha.y 
que descartar la posibilidad de gotear directamente el fijl!, 
dor sobre el tejido en eatudio. Se utilizaron solamente dos 
procedimientos: la inmersión y la perfusión, en el primer -
caso se diseca la zona en estudio en un animal anestesiado, 
cuya circulación se mantiene hasta el instante de la extra~ 
ci6n de la muestra. Este procedimiento ha dado regularmente 
resultado~ inaceptables apareciendo hinchamientos gliales , 
retracciones, roturas de membrnnaa, y mala eoneervaci6n de 
los orge.noidea de las neuronas.La única excepci6n han sido 
loa tumores humanos, Como ae aprecie. en la fotograf:í.c. de la 
figura 1, ln mayor -parte de laa células tumor-aloa astan 
bien fijadas, no hay roturas de membranas, ni hinchamientos 
acmnpaffadoa de retracciones como se ob3ervn en todaa las 

· ·-- o'tra:a ·mú.e-átraa del aistt'ima nervi.oao. Sin embnrJ;ó ln f"fjac'i6ñ 
no ea del todo homogánon en las diversas muostrns cto un mi~ 
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mo tu.mor, ni ea constante en todos los tumores. La altera
ción rnáa frecuente ea el hinchamiento extremo de alguno.s :r 
células que presentan su ci toplaorna muy diluido. 

La perfusión se realizó como se mencion6 en' al ·coPf tiil.X> 
de Material y Método. Este procedimiento presenta algunas 
dificultades prácticas pues debe ser rápido para evitar las 
alteraciones anóxicas, la inyección del fijador debe ir pr~ 
cedida de la administración de un líquido isotónico amorti
guado, que lave parcialmente de sangre el árbol vascular 
para evitar su coagulación con ol fijador y obstrucción de 
vasos. Manteniendo la rapidez y flujo alto y deben evitar
se las altas presiones que pueden producir roturas de capi
lares, por lo que el uso de aparatos automáticos de perfu.. 
sión que empujan mecánicamente el émbolo de jeringas catan 
formalmente contraindicado. Tampoco se han obtenido buenos 
resultados con perfuaorea a presión rle aire aunque ésta se 
controle mnnométricamente. El mejor sistema ea el de caída 
libre u.tilizando equipos similares a loa empleados en medi
cina para venocliaia. En m.anúferoa la máxima presi6n arte
rial varía poco entre las diversas especies a pesar de las 

grandes diferencias de talla, de manera que ae usaron pre
siones de perfusión que variaron entre 120 a 180 cm., de . 
agua. También dió buenos resultados la perfusión oon jerin
gas de 100 ce. , cuyo émbolo fue empujado manualmente cui -
dando de no exagerar la preai6n. Para evitar 1a sobrepreaión 
se comprueba con.atan temen te que el diámetro do la aorta no e 
se dilate demasiado, Esto suministra una indicaci6n práctica 
y confiable de que la prcai6n del líquido de perfUai6n se 
encuentra. en loa límHes normales. 

Para la buena fijaci6n del siatema nervioso se prefiere 
perfundir por ventrículo i zquiordo del corazón a todo el º.! 
ganismo y. no el área oafáUca por lt\a cnr6tidaa, lo que ah~ 
rrar:ía fijadQr, debido o. que el encéfalo ae irriga u pnrtir 
del polígono arterial de Willia (Círculo arterial del cere
bro) que recibe aportea de las nrteriaa vertebrales. Ente 

" " 



26 

aporte ee variable en las diferentes espociea, en el gato 
por ejemplo, ea muy difícil obtener buenaa fijacionoo per

fundiendo por laa cnr6tidaa, pero si se obtienen inyectnn
do por el ventrículo, pues hay muchas ramas de J.a aorta que 
irrigan el sistema nerviosa anastomosándose con las verte -
bralea. 

b).- Compoaici6n del líquido de lavado 

Siempre es recomendable hacer un lavado del sistema ar
teriovenoao antes de la fijación con una solución lavadora, 
acompañada de un nnticoagu.lante ';{ de un vasodilatador. El 
a.ntiooo.gulnnte (heparinn) evita la coagulación de la sangre 
impidiendo que ao formen tromboo que obstaculicen el progr_! 
so del líquido de porfuei6n. El vasodilatador que ae empleó 
fue la xilocaina~que aunque en aplicación local ea un unes
tásico de conducci6n, por via sistemica actúa evitando rad! 
calmante la vaaoconatricci6n. El liquido lavador usado fue 
a vea.ea la aolución de Ringar y en otra.a ocneionea el amor
tiguador de cacod.1lato de sodio. Bl Ringar ea una solución 
salina usada para mantener tejidos en aobrevida, ae utilizó 
para mamíferos la siguiente mezcla: 

C1oruro de sodio (Nacl) -
Cloruro de potasio (KCl) 
Cloruro de calcio (Cncl2) - • + ~ 

Bicarbonato de sodio (Na.nco 3) 

9.00 gr. 

't - o. 42 11 

- - - - 0.24 11 

0.30 11 

Todas estas auste.nciaa se d1.nolvieron en un 1i tro de 
a.gua destilada. y se a.juat6 el pH a 7.2, uao.ndo papel indi
cador de pH marca. Morck ( pH 6.4 - 8.0, nrt., 9557). Si ee 
prepara de esta forma &l líquido oorá ioot6rüco con un rango 
de oemolaridad da 310 e. 320 rnOmn/kg. So u.t:lli z6 t;ambi ón d 

amortiguador de cacodilato de sodio a dife:t'.'entea oBI!lolnrl -
da.des; o.·15 M, 0.19 M, y 0.20 M., aiendo la más adecundt'i la 
de 0.19 M. Eate a.mortigua.dor se prepnra diaolviendo 4.0 gr. 
de cacodilato de aodio en uru:i. ·cantidad de agua. deatiladn 5',!. 

,·: .,: · .. ,~··- ,• , ' 
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ficiente para completar 100 ce., y ajustando ol pIDa 7.2 -
7.J de la forma indicada anteriormente. De estas soluciones 
por cada 100 ce., se le agrega 3 ml., de Xilocaina al 2 % 
sin vasoconstrictor y 500 unidades de Hepnrina lllD.rca Abbott, 
que contiene 1000 unidades por mililitro. Se agita para me_! 

clar. Por cada gato utiliza un litro de solución y por cada 
rata 500 ml. Para llevar a cabo el lavado sólo se necesita 
la mitad del liquido, el cual debe estar a la temperatura 
del cuerpo del animal. Para esto, el líquido lavador se ca
lentó a 40 C en baño María y la tubuladura del aparato de 
perfusión por donde pasa el líquido lavador y fijador se ~ 

ao en un recipiente do 5 - 10 litros conteniendo agua de la 
llave calentada a una temperatura de 60 C que se mantuvo 
constante por medio de un calefactor y controlando con un 
termómetro cada 3 a 5 minutos. De este modo al pasar el li
quido lavador por la tubería se calentaba a una temperatura 
de 37 a 40 C. 

o).- c·omposición del vehículo en: el que se disuelven las 
euste.nciaa fi jadoraa., 

El velúc:.ulo que ae ua6 para disolver lae sustancias f!_ 

ja.doras fue el Ringer y el amortiguador de cacodilato de 
sodio de 310 - 320 mOam/kg. pH 7.2 a 7.3. La osmolaridad dól 

líquido que se utilizó como vehículo ea de conaiderabl'e im
portancia ya que ejerce una influencia aignlficativa. en la 
calidad de preaervaoi6n de la oetruotura fina del tejido, 
por lo que aienrpre ae cor,trol6 este factor. La concentración 
del fijador ejerce poco efecto oamót:i.co, porq,ue difunde ráP,!, 
damente a través de laa rnembranae y s6lo fugazmente actúa · 
como carga osmótica. En por eao que ae estudiaron los reau.l 
tados en función de la oamolar1dad del vehículo íün el ald.!!, 
hido. Sin embargo, concentraciones dosmedidam~nte altas del 
fijador producen retre.~ionee que son máa marcadas f'uura del 
sistema nervioso. 

El pH del vehículo del fijador ea otro factor import~ 

j., 
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te para la determinación de una buena fijación dol tejido. 
Puesto que las proteinaa actúan como mecanismos homeootá i

Ueoa en el mantenimiento constante del pH, del líquido 
oxtracelular, al agregarse grandes cantidades de ácidos 6 
de be.sea, la protecai6n amortiguadora sería inmificiente , 
entonces el pH cambiaría produciendo grandes alteraciones 
fíaioaa y químicas dentro de la membrana celular causando 
cambios estructurales e inactivnción. de las enzimas. ·De 
acuerdo con esto, se ma..~tuvo constante el pH del velúculo 
del fijador, que ésta cercano al pff promedio de 7,4 de mu -
cl,los tejidoa animnlea. Se usó pH de 7.2 a 7,3. 

El usar también el amortiguador de cacodilato de sodio 
0.19 M.,pH 7.3, 310 mOsm/kg., como vehículo del fijador 
mejoró considerablemente la calidad de la fijación de la e:=!_ 
cala ultra.eatru.ctural do la célula nerviosa. en comparación 
con loa tejidos que tuvieron como vehículo del fijador, el 
cacodilato de sodio 0.15 M., y 0.20 M. 

d)._ Compoaio16n y pureza de las auotancias fijadora.a. 

Laa auatancie.s fijadoras uaadaa para. la fijación del 
tejido nervioso fueron: pnraformaldeh:ído, glioxa.l, gluta.ra±_ 
deh:ído y tetrnóxido de oemio (OaOi!). Se usó pe.raforma.ldchído 

r 

en polvo para evitar loa contaminantes. Se preparó disolvi-
endo paraformaldehído en polvo (lllúrca Mcrck, Art., 4005) en 
líquido amortiguador de cacodilato de sodio 0.19 M., calen
tado a 55 - 60 C en bnflo Maria y en o.g1 taoión constante du
rante 30 a 35 minutos, tiem!lo en que se trnnoparenta. En 
caso de quedar ligeramente turbia. la solución, se le agregin 
unas gotaa. de hidróxido de oodio (NaOII} concentrado haetn 

que la solución aclare y se de ja. n~n fr:i.nr 'l temperatura am

biente. 
Se fijó corteza cercbelosa de rata en pa.raformaldehído 

disuelto al 5 % en cacodilf1to de sodio 0.19 ?iL, pH 7.3, 310 
mOam/kg., aeguldn de doa pootfijaciones. una con glutaral -
dehído ( me.rcfi Ele(!tron M:l.croacopy Science) al 5 "f, y ln otra 
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con tetra6xido de osmio al 2 %, ambos disueltos en amorti
guador de cacodilato de sodio 0.19 M. Al observaroe el teji 
do en el microscopio electrónico, presentó la membrana nu
clear y larJ mitocondrias conservadas pero en general todo : 
el tejido estaba muy vacuolizudo. 

1ambién la corteza cerebeloea de otra rata se fijó con 
glioxal disuelto al 6 rf, en cacodilato de sodio 0.19 M., pH 
7.3 , 310 mOsm/kg., seguida también de las dos postfija- -
cianea ya mencionadas anteriormente, la observación del te
jido nervioso en el microscopio electrónico demostró mala 
preservación de todas las estructurao en general y falta de 
contraste. 

Los glutaraldehídos usados fueron de las siguientes ma_r 

cas: Merck al 25 %, producto No. 4239; Baker al 50 %; Mathi! 
son Coleman y Bell ( M. c. B.) al 50 %; Electron Microacopy 
Science ( E.M.S.) al 70 %; y Ladd al 70 %. Se fijaron seis 
gatos de 1 a 2 kg., de peso por perfuaión con glutaraldehítb:> 
de la marca Merok y Baker, diluidos al 2.5, 3.0 y 6.0 % en 
Ringer con 3 % de goma arábiga que preaontaba una osmolari
dad de 310 - 320 müem/kg. y U.'1 pH de 71.2 a 7. 3. La postfija 
ción ae realizó con Oao4 al 2 % . Al ser observado loa nú-
oleoa caudados de eotos gatos en el microscopio elootr6nioo, 
preoentaron muchas membranas rota.o, extracción e hinchamie:i:!_ 
toa de la mayoría de los orgnnoloa celulnrea, a6lo el núcleo 
y la mielina se conservaron. bien. fijados. Como los resulta~ 
dos obtenidos, fueron los miamos al hacer nuevas fijaciones 
de núcleo caudado do otros gatoo. aun controlando la mayoría 
de loa factores externos e internos quo pudieran afectar la 

fijación del tejido, como lo. osmolaridnd, al pH, la preai6n, 
la temperatura del liquido y todos loo pasos postor.iorea de 
la técnica a seguir nos indujó a. efectuar ol estudio del ~ 
do de pureza de los glutara.ldehfdos usados. So controló la 
pureza por medio de las curvas de abaorbancia leídas en un 
eapectrofotómetro PMQ III de la caae. Carl Zeiaa. So uti.liz6 
luz ul t~avioleta. entre 185 - 325 run. (nanometroa) h11ciendo 
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una medida cada 5 run. El glutaraldehído monomérico puro pr~ 
senta un máximo de absorción a 280 nm., mientras que los cog 
tamina.ntea más comunes lo tienen n 235 nm., como se puede 
apreciar en las gráficas. En la gráfica No. 1 , se observa 
que el glutaraldehído de las marcas: Bnker, M.C.B. y Merck, 
tal como ae consiguen en plaza no presentan una transición 
a 280 nm., lo que evidencia su bajísimo o nulo contenido en 
glutaraldehído monómero que ea útil para la fijación. Otras 
mediciones de un glutaraldehído recién comprado IIk"lrCa lerck, 
y de la marca Eaatman Kodak (ver la gráfica Ho. 2), muestran 
un elevado pico de contaminnnte en las dos marcas , diforeQ. 
ciándose sólo en que en la de Merck, se forma un pequeño Pi 
co de aboorba.ncia a. 280 run. En la gráfica No. 3 y 4 se pr~ 
eenta loa espectros de absorción de las marcas Sigma y E.M.S. 
eil. las que hay también un al to contenido de contaminante, 
la marca E.M.S. presenta un pequef!.o pico de abaorbancia a 
280 nm. En la. gráfica No. 5 oe hace una comparación de las 
marcas Sigma, Merck y Lndd, concluyendo de ellas que la ma'!:_ 
ca Ladd es la única que presenta más alto el pico de absor
b8ncia a 280 nm., que el de 235 nm.; por lo que se deduce, 
que tiene poco contruninnnte y resulta muy ndeaundo para.. la 
fijaoi6n. La caaa Merck produce un glutaraldehído llamado 
"Según Anderacin 11 , producto No. 12179, que ae presenta en 
ampollas de vidrio aolladns, cuyó análinia eopectral puede 
verse en la gráfica no. 6 en la cual se presentan doa curvas 
de abaorbancia de la miamn marca poro son :remenaa adquiridas 
en diferente tiempo, on ln primern (A) se aprecia no ob9t!:l.Q. 
te la cxis-tenc'.iEi. do una abundante cont.<:iminnción y una marcl!_ 
da abaorbancin a 280 nm., lo que indica la presencia de gl~ 
tnra.ldehído rnonómero ut:ilizable en una concontra.cién monor 
que la indicada en el r6t1ll(), como Vf:rem·'.)B más adelante. En 
la gráfico. (B) se muestra al espectro de abr:1orci6n del glu

tara.ldehído adquirido un uñe despuó'S, que muestro una. aupr~ 
ai6n casi totnl del contaminante y un gran pico de abeor -
oióm a 280 nm., lo que non indica qi10 mejoró lo. calidad de 
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éste producto y puede ser usado para las fijaciones .. 
Se intentaron purificaciones de elutaraldeh!do ~arca 

Merck (producto No. 4239) por los métodos del carb6n activ~ 
do y el de destilaci6n fraccionada al~vacío (Anderson,1967a; 
Pahimi y Drochmans, 1965b; Robertson y Schultz, 1970). El 
método del carbón activado consiste en agregar por cada 100 
ce., 10 gramos de carbón activado y ae agita continuamente 
durante una bora en un recipiente que contenga hielo ya que 
debe estar a 4 ºe . Después del tiempo de agitación se fil
t:ra varias veces, luego se separa una alicuota. diluyéndola 
al 0.5% en agua. destilada para. ver su espectro de absorbl:\rirt 
cia. Loe resultados indican que no se logró purificar la 
sustancia y sólo se obtuv.o contaminante. Esto se debe, como 
se puede ver en la gráfica No. 7 a que la solución original 
no contenía cantidades apreciables de glutaraldehido mon6-
mero y no a fallas inherentes al método, pues en la tercer 
purificación a• obtuvo un pico algo más alto de nbeorba.ncia 
a 280 nm. La deatilaci6n fraccionada al vacío se condujo a 
70 ºe y al mm., de Hg de presión y di6 cuatro fracciones 
dejando un residuo amarillo viscoso como una melnz.a que no 
destilaba a eaa temperatura. El a.náliais eapectrofotométrico 
indicó que en la fracción T'l' se concentra la mayor parte del 
mon6mero. Esta fracción tiene una curva de abaorba.ncia con 
un gran pico a 280 run., similar a la del glutaraldehído mn.t 
ca La.dd pero a dif ercncia de éste presenta algo de contwni
nante (ver la gráfica No. 8). La gráfica No. 9 muestra que 
las fracciones más livianas, que destilan antes como la II 
no contienen ca.ntida.dea apreciables ni de glutaraldehído ni 
de aue contaminantes, la III presenta ya apreciables canti
dades de glutara.ldehído y· el residuo de dest:lla.ción contiene 
casi todo el contaminante y poco glutnra.ldohído. Si bien e:a 
cierto que éste procedimiento produce f'raoeionea bien cara~ 
terizables y que una de ollas, la IV eo rica ~n el mon6mero, 
el !'·endimiento es tan bnjo cuando se comienza. oon un liquido 
tan impuro f~Oltlo el de 'Merck producto No. 4239. tal como se 
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ofrece en plaza, que se tuvo quo abandonar. 
Es de hacer notar que el m6todo antes descrito sólo 

separa el glutaraldehído de sus impurezas pero no ea capaz 
de producirlo a partir de loa contaminnntea poliméricoa. 

Las condicionoa de almacenamiento del glutaraldehído 
durante meaos o años influyen en la riqueza de la solución 
en el mon6mero, pues éste se va transformando en presencia 
del oxígeno del aire , a temperatura ambienta, en polímeros 
que difunden con gran dificultad en el material biológico y 

no intervienen practicamente en ol proceao de fijación. Es
tas transformaciones se im·piden o retardan mucho si se alllll.!. 
cena por debajo de 4 ºe en ampollas cerradas en atmósfera 
de nitrógeno. 

Se fijó corteza cerebeloaa de rata usando el glutaral
dehído de las marcas que presentaron el glutaraldehído monQ.. 
mero en cantidades aprecia.tales y al aer observados loa tej!_ 
dos en el microscopio electrónico ae obtuvo loe siguientes 
resultados : con glutaraldehído (E.M.S.) diluido al 1.5 % 
en cacodilato de aodio 0.19 M., pH 7.3, 310 mOam/kg. más 
paraformaldeh!do nl 5 % y poatfijaci6n con oao4 al 2 % , la 
mayoría de loa organeloa celulares cataban bien fijados (ver 
fig. 2). Con la fracción IV del glutnraldehído (Merck) prg,_ 
dueto de la deatilación fraccionada nl vacío, diluido nl 
2.5 ~ de la forma indicada anteriormente. tambián ae obtuvo 
una buena. fijación de todoo los or~eloa celulares. Al uanr 
el glutaraldeh!do de la marca. Morck "Según Anderson" (nrod. 
No. 12179) al cual ee la agregó goma. arábiga al Ji- en caco
dilato do aodio 0.19 M, pH 7.J, 310 m061ll/kg., presentó buena 
fijación por la tenai6n onc6t~ca producida por la goma. ará

biga que impidió que el agua penetrara a través de laa mem
bra.nae celulares evitando que salieran lau proteína.a durante 
el proceao de fijación, compara.dos eatoa resultados con loa 
obtenidos fijados de la mimna forma y con el iniamo fijador 
de la 111a.roa. Merck "Según Anderson 11 pero ain goma arábiga 1 

ee obtuvieron buenaa fijacionea pero eato6 fueron do menor 



Pigura 1 

Corte de tumor cerebral humano, fijado 

con glutaraldehído (Merck) al 2.5% en 

cacodilato de sodio 0.19LL 13,000X. 

Figura 2 

Cortezn cerebeloaa de rnta fija.da con 

glutaraldehído (E.M.3.)nl 1.5 % on 8ac2 
1 

dilato de aodio 0.19 M., máa paraforma1 

deh!do al 5 ~. 21,000 X. 



. ..,;.,, '" 
'" , ~' .. ~ ""'1 ·~ 

'r. 

FIGURAS 1 y2 



33 

calidad que los que llevaron goma arábiga (fig.3), 
Al usar el glutaraldehído de la marca Ladd al 2.5 % 

diluido igual que loa anteriores con cacodilato de sodio 
0.19 K., tambián ae obtuvieron buenos resultados en la pre
aervaci6n del tejido, eJ.iminándoac por completo la dcstruc
ci6n de las membranas celulares, hinchamientos y extracción 
del material celular (fig, 4). 

2.- E•tudios sobre la poatfijaoión. 

Después de la perfusión y de extraída la zona a estudiar 
ae hicier,on cort.espequeñoa de 1 mm., como mriximo de espesor, 
loa cuales ee pasaron a cuatro recipientes, cada uno conte
niendo líquido fijador con el que se perfundió. Uno ee def-0 

en dicho liquido como control y a loa ótroe tres se les hizó 
loa siguientes tratamientos: a uno de loa restantes se le 
agregó NaOH lN, una gota cada media hora hasta obtener un 

' o pH may:or de 8, otro se calentó a 45 e durante 15 minutos y 
al liltimo se le agrcg6 peróxido de hidrógeno( agua ox.ígenacla.) 
al JO% aproximadamente 15 gotas en 50 mililitros de la so
lución· fijaclorn. I,os tejidos permanecieron en estos trata -
mientoa aproximadamente una hora • Luego se les hiz6 dos -
lavados con ooluci6n Ringer o con solución de cacodilato de 
sodio. Posteriormente se poatfijaron todos, incluyendo el 
control, con Oso4 ul 2 rf, , disuelto en Ringar o en cacodilf!; 
to de sodio, durante doa horas y de cada recipiente ae ªªº'!. 
rón trea trozos pequeños de tejido, los cuales oe lavaron y 

ae pasaron a otros recipientes conteniendo acetato de urarú!. 
lo disuelto al 5 % en agua y se calent:'lron a 45 ºe en bailo 

Maria durante 30 minutos, luego se dejaron enfriar 30 minu
tos a. temperatura ambiento, nuevamente se lava.ron con agua 
bidestilada y ae pasaron a. alcohol al 70 'f. durante 10 minu
toa , estoa junto con los anterioreo rrn deohidratnron en a;!;. 
coh;~les de concentrnci611 creciente y a1 llegar al alcohol 
absoluto, nuevamente de los cuatro primer.os recipiontea, ea 
decir de loa no trata.doa con uranilo ne sacaron otros trozos 



Figuro. 3 

Corteza cerebelosa lle rata. fijada con 

glutaraldchiuo(M:orck"Scgú.11 Andcrson 11 J 

al 2.5 ~ en cacodilato de nodio 0.19 M. 

61,000.X.. 

Figura. 4 

Corteza cerebelosa. de rata, fijada con 

glutara.ldehido tLndd) al 2.5 % en cnc_2 

dilato de sodio 0.19 M. 86,000X. 
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para contrastarlos con ncetato de urunilo nlcoholico al 5 % 
durn.r!te 20 minutos en la. obocur.'.dr:ci. :ospués todos se pasa

ron a 6xido de propileno durante 20 minutos, haciendo dos 

cambios, y por último se procedió a incluir en reainan yu -

sea en Epon. ,;n Araldita M. o en Araldi tn XI<. 

Las observaciones en el micrqscopio electrónico de :11s 

tejidos fijados con glutaraldehído (Morck y Sigma) al 2.5cf. 
y 3 % en R1.nger '.r.:~s goma arábiga • 310 a 322 mO:,."./;·~g • pH 

7.2, demostró que loa controles tanto como los que oe trat~ 

ron con NaOH lN, con peróxido de hidrógeno y por calen ta -
miento, presentaron mala fi jaci6n de los or;:;aneloa en general 

como rotura. de membranas, mi tocondri ao ves:f.culosn.a. hincha

mientos, lanido citopldsmico, y espacios de retracción. no 

obstante estaba bien co!'laervada. J,oo tejid.013 fijados con 

glutaraldeh!do(Merck) n1 .~ % en cncodiln.to de sodio 0.2 M., 

pH 7.2, máo ¡¡;orna. arábiga al 37', 320 riOsm/kp;., con loo tra

tamientoa menc1.onadoa anteriormente, tnmbi én tanto e1 con

trol como loa tratados con NnO!I rn y por cnlentur:iiento, la 

fijación no mejoró, las membranas cetaban totalmente deatru,i 

das, hubo mucho a eapacioa de retracción, nlgur~e rni tocondriaa 

rnuy veaiculoana, pero los microtúl>ulos y ln mielinn se fij~ 

ron bien. No o botan te loo tejidos que oo trnta:ron con pe:r6x1,. 

do de hidrógeno y ac contx-aetaron con acetato de u.rnnilo a!_ 

coholioo al 5 %, presentaron regular fi ;j11ción de la ultra -

estructura celular on comparaci6n con loa que se obtuvieron 

con No.OH lN y por calentamiento n.u.n noi reaul-taron innccpt~ 

blea. Los tejidos que se fijaron con ~lutnraldehído do la 

marca Merclc "Según Andaraon" al 2. r:\ '.''. en cacodilato do sodio 

0.19 M., pH 7. 3 mda l~oma arábip:a nl 3 % prcoentaron buenn -

preservación ul tro.cstructurn1 y 101:1 tejidos trntndoa uoate

riormente con peróxido el~ hidrógeno f'ueron tumbien ur;notablea 

( fig. 5); 

La.a fijaciones dol tejidn nervioso fueron excelenteo -

cuando se fijaron con glutaral<tehí.do de~ la mnrca Ln.d.d. r.aa 
muestras trato.duo con a.gu.n o:r.-!:renada superaron en cnlidad a 
el cont;ro¡ ( fig. 6). 



i"igura. 5 

Corteza cerebelosa de rata, fijada con 

glutaraldehído (Merck"Según Anderson") 

al 2.5 ~en cacodilato de sodio 0.19 M., 

máe goma arábiga al 3 ~. 81,000X 

P'igura 6 

Corteza cerebeloaa de rata, fijada con 

glu.taraldehído (Ladd) al 2.5 ~ en cac.2. 

dilato de aodio 0.19 M., poatratamiento 

con peróxido de hidrógeno. 23,000X. 

. 
'' 



FIGURAS 5 y 6 
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3.- Estudios sobre el contrasto. 

El contraste del material biológico para su estudio en 
el microscopio electrónico, con iones metálicos pesados como 
uranilo y plomo ee muy importante para la determinación de 
la morfología celular. La depoaitaci6n de iones metálicos 
pesados ayuda a. obtener un mejor contraste, aumentando tam
bián la resistencia del tejido al bombardeo de electrones. 

Se utilizó acetato de uranilo y citrato de plomo para 
contrastar loa cortes del tejido nervioso, pero en algunas 
ocasiones se formaban precipitados de estos metales, difi
cultando su obaervac16n y au fotografía. Entonces ae pro -
cedió a efectuar la tinci6n de loa tejidos con acetato de. 
uranilo a.l 5 % disue!.to en agua y otros con acetato de urn.,. 
nilo al 5 % disuelto en alcohol absoluto en obscuridad du
rante la deshidratación de los tejidos, ~omo se menciona en 
el inciso anterior. Al ser observados loe cortes del tejido 
nervioso en el microscopio electrónico, los que ae trataron 
com acetato de uranilo al 5 'f. disuelto en agua, hubo un au
mento del eontraute, pero un notable detrimento de ln conae.!: 
vaci6n de la ultraeatructura celular, en cambio los trata
dos con acetato de uranilo al 5 % disuelto en alcohol aboo
luto presentaron mayor contraste y eatabiliznción de la es
tructura fina. 

4.- Estudios sobre la inclusión. 

Como el tejido fijado no es lo suficientemente duro c~ 
mo para ser cortado en secciones delgadas. ea necesario in
cluirlo en un material apropiado. Este material debe penetrar 
en el tejido proporcionándole dureza, plasticidad, elaetic!_ 
dad y resistencia al calor f,enerado al cortnrae,no debe rcaE_ 
cionar con los consti tuyentea cellt1area, no debe actuar co
mo un obstáculo en las tinciones con metalea pesados y debe 
polimerizar uniformemente. Loa ma.;torialea máa unadoa como 
medios de inclusi61:i en microscopía. electrónica son laa res.!, 
naa epóxicaa seguidas por las polieatáricaa y las ncrllioas. 
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La inclusión de loe tejidos en estudio ae efectúo en 
lne siguientes reeinue : Ara.lditn M, Aralditn XB. Veatopal 
W, Spurr y Bpon. Encontrando que el Epon 812 era el más ad!. 
cua.do. Laa mezclas recomendndaa por Luft (1961) re!31lltaron 
muy duras cuando se utilizaron loo reactivos mnrca Merck ~ 

por lo que ee probaron treo tipos de mezclas de diferente 

dureza variando las cantidades de lao sustancias de DDSA, y 

de MNA. como ae muestre. en la tabla I. I,a mezclo. No. 2 fue 
la que preaent6 la conaiotencin más adecuada al tallado y 
al corte ultrafino de acccionea grandes como eo necesario en 
el estudio del oistema nervioso. 

' 1 1 1 '1 o 1 ¡nnSA 6,25E~ 1.1 g.¡ 9.3 g.¡10.10 R·I o. E·I 1 
JMHA 5.56g! 4.7 g.¡ 3.8 g.¡ 2.9 E>·j ¡ 8.9 g. i 
¡DMP 0,33rnl! 0.33ml.l 0.33 inll 0.33 ml; l.~ 'fo. 

DDSA = Dodecenylbemstein- !llluroanhydrid. 

MNA = Mcthylnorboroeln 2,3- dicarbonatture- anhydrid. 
DMPJO= 2,4,6-Tria (dimethyl amino methyl)- phenol 
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DISCUSION. 

El empleo del glutaraldehído como agente fijador para. 
estudios biol6gicoa de microscopia electrónica ae debe a 
Sabatini et al (1963), nl hacer pruebas con diferentes tipos 
de aldehídos, para encontrar un fijador único para la ult~ 
estructura celular, llegando a la conclusi6n de que el glu
taraldehído ea el más adecuado. No obstante el glutaraldehído 
no puede, de hecho preservar la ultraestructurn celular y la 
función completamente y al mismo tiempo, sólo se obtieme m~ 
diante una poatfijaci6n c:on tetra6xido de osmio. Karlsaon y 

Schultz (1965), encontraron que la fijación del sistema ne!:_ 
vioao central oon glutara.ldehído dió mejores resultados en 
la preeervaci6n de la estructura fina que los obtenidos con 
fijaci6n directa con tetraóxido de osmio o con formaldehido. 
Loa mismos autorea tambián encontraron que la calidad de la 
fijación ea debida a los efectos causados por la oamolaridad 
y pH del vehículo del fijador. En es·ta investigación nl utt_ 
lizo.r el glutnro.ld~hído comercial pnra fijar aistemn. nervioso 
central oe encontró que no ern el adecuado para obtener una 
buena. fijación de la ultraeetructura. celular como ya se me~
cionó en el capítulo de reaultudoa y que el vehículo del 
fijador debe ser isotónico con el plaama del animal o lige~ 
mente hipertónico, la hipotonía prod\1ce péaimoa rosultndoa, 
lo mismo sucedo con el pH, al aumentarlo o disminuirlo re -
aulte. perjudicial para la preservación de la oatructu:ra fina.. 
Evidencias poderosa.o de la imP.ortancia del pH y la. osmola

rida.d del vehículo del fijador han sido mostradas (Hhodin, 
1954; Zeterqviat, 1956; Tooze, 1964 ; Hopwood, 1967b; etc.). 

Loa tejido a n jadoa con soluciones fi jurloraa no amortt_ 
gu.adaa , pueden formnr a.rtefactofJ que oboto.culizan la. inve?_ 
tigación del tejid.o, por lo que trm1bión se consideró de gren 
importancia la preeencin de un nmortig1uMlor como vehículo 
del fijador pa.ra. mantener un pH constante, ya. que ao hn se
leccionado el amortiguador adecuado. se debe controlar la 
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concentraci6n del amortiguador pues eate determina la capa
cidad del tejido para absorber ~oídos o baseo a cualquier 
pH (Schultz y Karlsoon. 1965). También se ha vioto que las 
mitocondrias son muy sensibles a loa cambios en pH y osmo -
laridad de un sistema amortiguador (Wrigglesworth y Packer, 
1969). 

En cuanto al método de purificación del glutaraldehído 
comercial por los métodos del carbón activado y el de dest!._ 

laci6n fraccionada al vacío no son recomenclables en cuanto 
al rendimiento por ser muy bajo, aunque el procedimiento 
sirve para separar las impurezas, no se produce monómero a 
partir de contaminanter3 poliméricos, siendo estos procedi
mientos incosteables además de minuciosos. Fahimi y Droch
mans (1968), al estudiar los efectos sobre la fijación al 
utilizar glutaraldehído comercial y productos destilados de 
glutaraldehído, encontraron rcau1tados satisfactorios al 
utilizar productos destile.dos no nai en los productos come!:.. 
ciales. Esto no quiero decir que los productos comerciales 
sean malos lo que pasa os que las condiciones de almacena. -
miento de estos reactivos no son adecunda.s,permitiendo que 
la temperatura ambiente y el tiempo de nlmncenamiento for -
men contaminantes poliméricoa , sumado a las impureza.a que 
ya tiene, como aon loa aldehídos insaturados derivados de la 
condensación aldol (Hichardo y Knowles, 1968) junto con a.ero 
loina, ácido glutárico y gluta.raldorlma mencionados por .'. 
Andoraon (1967a). Bn este trabajo se ut:Uiz6 como liquidas 
fijadores, productos acuosos comerciales, productos dcatil~ 
dos y productos químicamente puros, encontrando excelentes 
resultados en la fijación al utilizar productos Cleetiladoa 
y productos químico.mente puros, loe cuales se almacenaron 
en un refrigerador o. ternpera.tura de 4 ºe , los emvaaee pe:J!"io

fectamente cerrados o sellados con pnrafilm o guardndoa en 
ampollas de vidrio selladas en atmóofera de nitr6geno. 

El uao do mezcla.a fijadoras pnra micr-oscopín electró 
nica para. fijar sistema nervioso centra.1 también di6 reaul-
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tados excolenteo , en la preservación de la ultraeatructura. 
celular • los buenos efectos de la. mezcla fi ;jadoro. del glu
taraldehído y :fl'ormaldehído ea debido probnblemento a la col_!!. 
binaci6n de fijadores de rápida y lenta penetraci6n al tej!_ 

do. Otros investigadores también encontrnron buenas fijaciones 
al utili~ar una combinación de aldehídos (Rodríguez, 1969 ; 
Bone y Ryan, 1972). 

Pera.echa y Mittler (1972), llevaron a cabo tratamientos 
poaterioree a la fijaci6n inicial encentrando que las mues
tras tratadas con glutnraldehído más NnOH lN, y con gluta
raldehído calentado a 45 ºe mejoraron la calidad de la fi
jación de loa tejidos comparados con el control, en cambio 

las muestra.a tratadas con glutnraldehído máa peróxido do 
hidrógeno superaron la calidad de fijaci6n del control y de 
loa otros tratamientos. I,os resul tadoa de las muestras de te 
jido del aietema nerviorrn central que recibieron tratamien
tos posteriores a la. f'ijaci6n inicial, no fueron del todo 
adecuados ei el glutaraldehído no ern de buena calidad nomo 
ya ae mencionó en el capitulo de reoultndoa • Aun oon buenos 
glutaraldehídoa loe tejidos con postra.tnmiento con glutar1q._ 
deh:!do snáa hidróxido de sodio (NaOH) y loa tra.tado!J con g11;!. 
tara.ldeh:!do calentae0 a 45 ºe mootraron que la calidad de 
la fijaci6n empeoro en comparación con el tejido control 

que preaent6 buena fijación. Pero el tejido que oe poatrat6 
con glutarnldehído más agua oxigenada (H202) y contrastado 
con acetato de ura.nilo alcohólico durante el proceao de de!!_ 
hidratación presentó excelent13 fijación. No obotante estos 
reaul ta.dos no son conatrul"tes pero sí ·pueden ser reproducibles 
ye. que el ~xi to de la fi jaci6n consiste en la. babilicl1.1d pa

ra n:aneja.r el método ele perf1rni6n nsí como le. rapidez da la 

fijac16n y la utilizaci6n de un elutaraldohído puro, contr2,_ 
lando también como ya se di jó anteriormente los demáa fa.et~ 

roe que influyen en ln calidad do ln fijaci6n. 
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CONCLUSIONES. 

l.- El procedimionto de la fijación debe oer rápido p~ 
ra evitar altorncioneo an6xicaa de la estructura. colulnr. 

2.-La inyección del fijndor debe ir precedida de un lí 
quido isotónico amortiguado con una osmolnridad de 0.19 M., 
pH 7.2 a 7.4 , 310 n 330 mOom/kg. 

3.- El mejor sistema de perfuai6n eo el de caída libre 
con equipos empleados en medicina pat~ venocliaia. 

4.- Perfu11dir por ventrículo izquierdo del corazón a 

todo el organiomo. 

5 .- .J,avar el aietema nrte!'iovenoso antes de la fija -
ci6n con una aoluci6n amortigua.dora acompañada de un anti -
coagulante y de un vnsodilntador. 

6.- Utilizar glutaraldehído con la pureza adecuada y 
libre de conta.minantea. 

7. - El glutaraldehído debe tümacennroe a tempero.turne 
debajo de 4 ºe en ampollas corrndaa en atmósfera de nitr6-
geno. 

8.- Se obtienen excelcntoo fijaoioneo con mezclae de 
paraformaldehído al 4 % y glutnrnldehído a concentraciones 
más baja.a. 

9.- EJ. agregar al fijador goma arábiga. da estabilidad 
a la estructura. fina obtenióndoac excelentes fijaoionea. 

10.- El postratamicnto con glutaraldohído más a.gun oxi
genada da excelentea fijacioneo de la ul traeatructura celu
lar. 

11.- Se obtienen muy buenoa contrastes y proµnracionea 
limpies con acetato de uranilo 1ücohól:ico. 

12 .- Incluir ol tejido en Epon para me,jor eoneiotencia. .: 
durante el talla.do, el éorto uemifino y ul~rafin•::> de cara.o 

relativamente grandes. 
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