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INTRODUCCION.

Este trabajo consiste en una recopilacion de la informacion que pretende
describir las distintas y principales técnicas, Microscopicas y Moleculares, asi
como sus objetivos, usos y aplicaciones dentro del campo de la Medicina, la
Genética, la Inmunologia, la Biologia y la Odontologia.

Estas ténicas nos permiten estudiar diferentes enfermedades, desde sus
inicios hasta su evolucion dentro del organismo humano por medio del
analisis o estudio de unas cuantas células.

Entre las técnicas mas importantes tenemos a la Microscopia Optica, de
Campo Claro, de Campo Oscuro, de Interferencia, de Contraste de Fases, de
Fluorescencia, la Microscopia Electronica, por Transmision, de Barrido, y la
Confocal, entre las Moleculares tenemos la Hibridacion in situ, Citometria de

Flujo y la Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Este conjunto de técnicas tienen como proposito comtn ser un auxiliar en el
Diagnostico, Prondstico y en algunas ocasiones en el Tratamiento de la
enfermedad.



1. Microscopia.

El Microscopio® fue el primer instrumento que se utilizd para estudiar la
microestructura de los organismos y sus origenes se remontan a la
civilizacion asiria (a. de C.) con el uso de la lupa.

Los médicos griegos y romanos conocian las lentes biconvexas, sus
propiedades y las usaban para observar tejidos enfermos, miopia, etc.

En el siglo Xlll, Roger Bacon estudié y establecié las propiedades de las
lentes biconvexas y se refiri6 a ellas como las lentes que incrementan el
angulo visual.

Galileo y Georges Haefnagel (siglo XVII) observaron insectos.

Descartes y principalmente el holandés Anthony Van Leeuwenhoek’
promovio la microscopia. Este dltimo pulia las lentes planoconvexas y
biconvexas para sus microscopios simples, logrando amplificaciones de 30 a
200 veces. Fue el primero en observar y dibujar protozoarios, células
sanguineas, espermatozoides y descubrié las bacterias.

Los primeros microscopios simples fueron construidos en el afno 1662 por
Hartsoeker, en 1664 por Leeuwenhoek, en 1702 por Wilson y en 1716 por
Joblot y estaban constituidos por una sola lente que se dirigia hacia la luz
para que ésta pasara hacia el objeto. En Inglaterra otros ensayos fueron
realizados por Brewster, Goring y en Francia por Chevalier, donde se
llegaron a utilizar diamantes para tallarlos y su alto precio impidié que se
prosiguiera con ellos. W. De Hyde Wollastone (766-1826) aplico el sistema
de doblete a la microscopia, el cual consistia en dos lentes separadas con
liquido, lo cual permitia reducir las aberraciones y tener mejores
amplificaciones.

Otros cientificos como Brewster, Charles, Lord Stanhope, Divini, Wilson
(1702) y Jablot y Swammerdan (1910) siguieron trabajando con dobletes

modificados y montados en diversas formas.'



Gracias a todos los descubrimientos que marcaron el inicio de la microscopia
nos llevan a lo que hoy conocemos como los distintos tipos de microscopios
entre los cuales podemos destacar por sus usos y aplicaciones en biologia
molecular y particularmente en odontologia a los Microscopios Opticos como
son: de luz (campo claro), de Contraste de Fases, de Campo Oscuro, de
Interferencia, de Fluorescencia, los de Microscopia Electronica que a su vez
presentan ciertas variantes como son: el de Transmision, de Barrido y el
Confocal por lo que tenemos un gran avance en la interpretacion de las
enfermedades’

Asi que el microscopio cuya funcion es la observacion y estudio de objetos
pequenos y preparaciones, es sin duda, el instrumento 6ptico mas importante
en los laboratorios, hospitales, centros de educacién e investigacion. Se
utiliza sobre todo en las ciencias naturales (fisiologia, geologia y medicina) y
también en metalurgia.’

Siendo un instrumento que amplifica la imagen de un objeto pequerio.
Mediante un sistema de lentes y fuentes de iluminacion se puede hacer
visible un objeto microscépico. Los microscopios puede aumentar de 100 a
cientos de miles de veces el tamafio original.?

2. Microscopia Optica

El microscopio 6ptico® es un instrumento mecanico que modula energia y
amplifica el angulo de visién humana para producir imagenes amplificadas de
un objeto cualquiera permitiendo ver el objetivo méas grande. El tamaiio del
objeto se obtiene multiplicando la amplificacién del objetivo por la del ocular,
mientras que la calidad y la nitidez de la imagen depende del objetivo, ya que
la amplificacion del ocular no da mas detalle pues s6lo produce una imagen
mayor. '



Componentes del Microscopio Optico:

Esta formado principalmente por tres sistemas: mecanico, optico y de
iluminacioén.

a) Sistema mecanico: La parte mecanica o cuerpo del microscopio consiste
en un armazén metalico que sostiene al sistema optico y en ocasiones, al de
iluminacion. Esta compuesto por: un soporte (pie o base y el brazo), platina
(el lugar donde se deposita la preparacion), controles de enfoque [tornillos
macrométricos (aproxima el enfoque) y micrométricos (que consigue el
enfoque correcto)]?®, portaobjetos, portacondensador y portafiltros.

b) Sistema éptico: Consiste en tres juegos de lentes (objetivo, ocular® y
condensador®) y el tubo que es la parte 6ptico-mecanica, situada en la parte
superior del microscopio (puede ser monocular, binocular y foto-tubo-ocular,
a esta dltima se le puede incorporaf una camara fotografica o de television).
Los microscopios que se usan normalmente en microbiologia e histologia
estan equipados con tres objetivos: bajo poder, alto poder y objetivo de

inmersion (aceite, glicerina, agua, etc.)

1. El objetivo es la pieza mas importante del microscopio, ya que controla
el aumento y la calidad de la imagen, estan montados sobre una pieza
que se llama revolver que puede rotarse para alinear el objetivo
deseado con el condensador.? Los objetivos tienen caracteristicas
propias en cuanto su grado de correccion a las aberraciones como por
ejemplo sin son: objetivos acromaticos que presentan una imagen sin
visos y colores del arco iris, objetivos plano acromaticos que
presentan una imagen con aplanamiento sin visos y colores del arco
iris, objetivos plano apocromaticos que presentan una imagen de
maxima correccion sin visos y colores del arco iris, de maxima
apertura numérica y con aplanamiento, el objetivo neofluar que esta
fabricado con lentes de fluorita, con apertura incrementada, reproduce
mejor los colores, eleva el contraste pero sin aplanamiento de la



imagen. Y por ultimo los objetivos plan-neofluar con apertura
incrementada, que mejoran los colores, elevando el contraste con
aplanamiento de laimagen. ®  Los objetivos presentan las cifras de
aumento grabadas en un lado, en primer lugar se expresa el
aumento, que se reconoce porque las casas distribuidoras ponen un
codigo de color en la parte superior para facilitar al usuario el
coeficiente del aumento del objetivo en uso, la segunda cifra indica la
apertura numérica de la lente, las terceras cifras serian aquellas como
160/0.17 (la cifra 160 expresa la longitud del tubo (mm) con el que se
debe utilizar y 0.17, indica el espesor requerido del cubreobjetos), por
ultimo estaria inscrito su medio de inmersion (si no esta la indicacion
el medio de inmersion es el aire), que puede ser aceite, glicerina,
agua, etc.

. El ocular es por donde se examina y amplifica la imagen producida por
el objetivo, los oculares estan situados en el tubo siendo la parte final
externa. Tienen aumento propio (4X, 5X, 6.3X, 8X, 10X, 12.5X%,
16X, 20X o 25X), también cuentan con un didmetro de campo visual
que es un numero precedido de una diagonal posterior al aumento,
por ejemplo 10X/20, (20 seria el diametro).  Principalmente se
utilizan: el de Huygens, para conjunciéon con objetivos acromaticos
normales y el compensador, para objetivos apocromaticos. (®

. El Condensador permite una iluminacion correcta del objeto, o sea, un
cono de luz tamafio y naturaleza adecuados para resultados optimos,®
esta provisto de varios elementos como: el lente auxiliar (evita la
pérdida de luz), el lente condensador, de diafragma de iris o de
contraste (elemento que nos permite contrastar la imagen, mejorando
los detalles graficos en la preparacion) y la lente frontal (con la que se

logra que la preparacion aparezca uniformemente iluminada).



¢) Sistema de iluminacion: Esta compuesto por una fuente luminosa o
lampara y diafragma de la lampara (no todos lo tienen, su funcion es regular
el diametro de la emision de la luz® a fin de que se ilumine sélo el area del
campo visual)

Puede ser suministrada esta iluminacion por luz externa y un espejo que la
dirige hacia arriba o por una lampara colocada en la base (las usadas son
las de incandescencia con filamento y placa de tugsteno-haldgeno de bajo
voltaje) **

En la figura 1 podemos observar las diferentes partes que componen e ste

tipo de microscopia®'

Deulares
Cubyzal
Revalver- Biazn
Ohtvi
Desplazamenio platira
——-Macrometnge
Platina = )
T T Micromdned
Feviroy —
Condensidor
Buase Mgy

Figura 1 Partes del Microscopio Optico de arriba hacia abajo, ocular, cabezal, revolver,
brazo, objetivos, platina, tornillo macrométrico, tornillo micrométrico, condensador, foco y
base. Tomado de www.oseacortes.com/practicas/microscopio.htm

En el examen microscépico de células vivas, es conveniente obtener un
preparado permanente (laminilla) en el cual las células quedan preservadas,

en tres etapas que son: fijacion, tincién o coloracién y corte.



Primera Etapa:  La fijacion tiene por objeto evitar la autolisis?®, que es la
destruccion de la célula por sus propias enzimas, impedir | a actividad yla
proliferacion de las bacterias, endurecer las células, para que resistan mejor
las siguientes etapas de la técnica, aumentar la afinidad de las estructuras
celulares a los colorantes, para que sea mas facil colorearlas.

Puede efectuarse por medio del calor (bacterias), pero es mas empleada la
fijacion quimica, mediante sustancias llamadas fijadores por ejemplo el
cloruro de mercurio ( que precipita las proteinas), mientras que otros
solamente causan su coagulacion, como es el formaldehido, el
glutaraldehido, el tetraéxido de osmio.

Segunda Etapa:  Los cortes se hacen en secciones muy finas (espesor de
3 a 6 micras)® en un aparato llamado microtomo.  Para su corte se
incluyen en ceras o parafinas para proteger la muestra y se utilizan cuchillas
de acero altamente afiladas, estos cortes permiten el estudio de estructuras
complejas, a través de la imagen directa de las capas pr(:dfunldas.‘"3

Tercera Etapa: La tincién o coloracion se lleva a cabo porque casi todos
los organismos son incoloros, la mayoria de los colorantes histolégicos se
comportan como bases o como acidos. Las moléculas acidas como el ADN y
ARN son baséfilas, esto es, que tienen afinidad por los colorantes basicos,
por ejemplo: el azul de toluidina y el azul de metileno, la hematoxilina. Los
colorantes acidos como la eosina, naranja G y fucsina 4cida tifien
principalmente los componentes basicos de las proteinas citoplasmaticas.

La coloracioén de las células se debe a la combinacion de los colorantes con
las proteinas que las componen.



2.1 Microscopia de Luz, Campo Claro (fotonico)

Generalidades.

En este tipo de microscopia se usa como fuente de luz directa una bombilla
o bien la luz solar, para poder observar cualquier tipo de microorganismo

debemos recordar que estos son transparentes por lo que es dificil

distinguirlos y hay que teiiirlos?, uno de los principales problemas de las

tinciones es que no pueden utilizarse con células vivas, pues son toxicos, o

las condiciones de tincién lo son, o no pueden penetrar a la célula.?’ En

la figura 2 se muestra un corte histoldgico tefiido con hematoxilina y eosina.

Epitelio
( Basdfilas)

: ——  Tejido Conjuntivo
( Aciddfilo)

Figura 2. Seccién de piel humana tefiida con una combinacién de colorantes de eosina y

hematoxilina. Tomada de Biologia Molecular de la Célula, Bruce, 1994.

Los Microscopios de este tipo producen un aumento de 1000 veces el
tamano original y su limite es de 2000 veces aproximadamente.

El limite de resolucidn esta determinado por la longitud de onda de la luz
visible, que abarca desde 0.4 um (violeta) hasta 0.7 pm (rojo)

-10 -



Técnica y procedimiento

Este tipo de microscopio basicamente esta constituido por:

Una fuente de luz de brillo uniforme

Un soporte del objeto y una lente de aumento corregida para las diferentes
aberraciones

Figura 3. Microscopio foténico. Cortesia del laboratorio CENICA de la Universidad
Auténoma Metropolitana-lztapalapa.

. I -



Una vez que se cuenta con todo el equipo necesario se prepara la muestra
para su estudio:

1. Se fija (por lo que se inmovilizan todas las sustancias
macromoleculares, para que se mantengan lo mas cerca posible la
estructura de la célula en vida).

2. Posterior a esto se deshidratan los tejidos, en acetona y se incluyen
en cera, lo cual proporciona un soporte mecanico para el corte que se
realiza en el microtomo.

3. Posterior al corte las preparaciones se sumergen en tolueno y xilol,
para eliminar la cera y en condiciones de ser tefidos.

4. Ya que se realiza la tincion, se monta un cubreobjetos sobre el tejido y
la preparacion esta casi lista para ser observada.”’

5. Para poder observarse en el microscopio la iluminacion del objeto
tiene que satisfacer dos condiciones:

12 Tiene que proporcionar un haz de luz cuya divergencia, cuando salga del
plano del objeto, sea por lo menos tan grande como el angulo formado por el
lente y un punto del objeto, (la luz incidente tiene que llenar la apertura
numérica del objetivo).

22 La iluminacion debe ser uniforme a través de la muestra y tiene que ser
posible controlar la intensidad y eliminar la luz dispersada.

Para conseguir estas condiciones se emplea una fuente de luz de pequefias
dimensiones, que se enfoca a un area muy pequefia, utilizando un juego de
lentes montados sobre una sola unidad denominada condensador, que es
simplemente un objetivo que funciona con la trayectoria de la luz invertida.
Existen tres tipos basicos de condensadores para este tipo de microscopia: el
de Abbé (con dos lentes separadas por aire)’, el aplanatico (los cuales son
intercambiables a todos los efectos) y el acromético (que mejora la
correccion del color). El condensador se utiliza tanto para la iluminacion
critica como para la lluminacion de Kéhler.

-12-



En la iluminacion critica la fuente de la luz se enfoca mediante las lentes del
condensador, de tal forma que el objeto quede iluminado por un cono de luz,
0 sea, que la posicién del condensador respecto al objeto, se ajusta de
manera que el area iluminada sea lo mas pequefa posible, observando con
el ojo desnudo, y tan brillante como sea posible si se observa a través del
ocular y el objetivo, cuando esta enfocado sobre el objeto, esta técnica
requiere de un pantalla difusora delante de la fuente de luz para evitar la
formacién de la imagen de la estructura del flamento de la bombilla sobre el
objeto.*

La iluminacién Kéhler es mas intensa y se controla de forma precisa. Entre
la fuente de luz y el condensador se coloca una lente accesoria, llamada
lente de campo, la cual forma una imagen de la fuente luminica en el plano
focal del condensador como haces paralelos. Atraviesan el objeto con varios
angulos, que se incrementan segun lo hace la distancia de los puntos de la
fuente luminosa al eje éptico, por lo tanto el objeto es iluminado por un juego
de haces que constituyen un cono de luz. El condensador puede ajustarse
de tal manera que la imagen de la lente de campo se forme en el plano focal
posterior del objetivo, se logra disminuyendo el diafragma de iris de campo y
enfocando sobre el objeto con el condensador, esto proporciona una

iluminacién uniforme como la de la lente de campo‘'*

Usos y aplicaciones.

Las aplicaciones de este tipo de microscopia son: Para la deteccion de
microorganismos celulares, su unidad estructural, su crecimiento, las
caracteristicas de los cromosomas durante la mitosis de células animales,
vegetales y humanas, al observar por este tipo de microscopio s e pueden
identificar preparaciones tefiidas para detectar un sin fin de enfermedades.
Figura 3. Ejemplo de un Microscopio de luz.
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2.1.1 Microscopia de Campo Oscuro.

Generalidades

Para este tipo de microscopia es necesario usar un condensador y objetivo
especial que suministra luz oblicua, la cual no penetra ni asciende en el tubo
del microscopio a menos que sea desviada o dispersada por el objeto.’
Evitando que la luz del condensador llegue al objetivo, se logra un fondo
oscuro sobre el cual pueda resaltar la muestra iluminada®. De modo que en
la técnica de iluminacion de campo oscuro, sélo se pueden distinguir la forma
y el tamario de la cubierta externa del objeto, pudiendo distinguir si es mévil o

no, pero la estructura interna permanecia invisible®

Técnica.

Es necesario contar con:

Condensador especial de campo oscuro.
Montura centrable

Diafragma de iris en el objetivo
lluminacion de gran intensidad
Portaobjetos de 1,2 mm de grueso

Aceite de inmersion

Ya que se cuenta con todo lo anterior se procede a:

1. Dirigir la luz hacia el fondo d el condensador completamente abierto.
Mirando el condensador por encima, se puede ver si toda la parte
superior esta iluminada por igual.

2. Se aplica una gota de aceite de inmersién que no contenga burbujas
de aire, en la parte superior del condensador, usando el control de
enfoque que esta por debajo de la platina, se baja este hasta que la
parte superior de la platina quede por debajo del nivel.

3. Se coloca la preparacion en la platina, sujetdndola con las pinzas.

1w



4. Se sube el condensador hasta que el aceite entre en contacto con la
parte de abajo de la preparacion y se sigue subiendo despacio hasta
que el aceite se extienda por el borde de la parte superior del
condensador.®

5. Usando el objetivo de 16 mm, se enfoca el objeto. Con toda
probabilidad se vera un anillo luminoso con pequefas particulas
iluminadas (polvo) con un centro negro.

6. Usando los controles del cerrado, se ajusta la posicion del
condensador hasta que el anillo luminoso esté en el centro del campo.

7. Entonces se enfoca el condensador, moviéndolo muy delicadamente
hacia arriba y hacia abajo, para reducir el anillo de luz a un disco
solido de luz, cuyo diametro sea lo mas pequefio posible.

8. Por ultimo levantamos el tubo del microscopio y, girando el revolver,
ponemos el objetivo de inmersién en aceite en posicién. Se aplica
una gota de aceite de inmersioén a la preparacion sobre el centro del
condensador. Se baja el objetivo hasta tocar el aceite y, muy
suavemente, se completa el enfoque. Esto deberia proporcionar un
dibujo perfecto sobre campo oscuro.’

Usos y aplicaciones
En general la iluminacion en campo oscuro se usa con grandes aumentos,

especialmente con objetivos de inmersién en aceite, para la observacion de
organismos vivos, con el objeto de apreciar su tamaro, forma y movilidad si
latuvieran. Una aplicacion importante es el andlisis de espiroquetas y
tricomonas en enfermedades venéreas.

Es de gran utilidad en el recuento de particulas pequefias que son dificiles de
ver en un campo claro.

Permite observar cualquier objeto que refracte luz, por ejemplo, los contornos
de la célula, nucleo, mitocondrias, cilios, gotitas de aceite, vacuolas o
inclusiones, ademas, son visibles los centrosomas, husos y cromosomas.’

-15-



En la actualidad esta técnica se utiliza poco, debido a su escaso poder

resolutivo *

2.1.2 Microscopia de Interferencia o Contraste® Diferencial de

Interferencia.

Generalidades

Estos microscopios consiguen una total separacion de los haces directos
difractados usando complejas vias de luz y prismas, siendo caro y dificil de
emplear.? Al igual que la microscopia de contraste® de fases, la
microscopia d e i nterferencia e s capaz d e convertir diferencias de fasesen
diferencias de intensidad, con la ventaja de que no se produce halo y de que
es posible efectuar algunas mediciones cuantitativas.

Tecnica

La técnica que se lleva a cabo para este tipo de microscopia consiste en la
disposicion mas efectiva del instrumento (el aparato de Dyson) que emplea
un sistema complejo de superficies plateadas y reflectoras que divide la luz
que s ale de un objeto, de tal manera que una fraccion atraviesa el medio
circundante y una placa de corrimiento de fase. Cuando se combina
esta fraccion con la fraccion restante de la luz, esto es, la que sufre el cambio
de fase, se produce una interferencia.* De esta forma los cambios de fase
producidos por las regiones del objeto que tiene diferentes indices de
refraccion y/o espesor, se convierten en diferencias de intensidad.

Usos y aplicaciones

Al utilizar esta técnica se pueden ver células vivas, en donde se observa la
concentracion proteica dentro de las mismas, al intensificarse el contraste de
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estas por no existir el halo producido por el microscopio de contraste de
fases, se pueden ver estos detalles pequefios que no se distinguirian con
otro tipo de microscopia.

Teniendo que esta concentracion de un material conocido se puede
determinar, si se conoce el indice de refraccién y el incremento especifico de
refraccién (cambio del indice de refraccién por una unidad de cantidad de
soluto)*

También se pueden realizar mediciones cuantitativas, pudiendo medir la
variacion de la trayectoria 6ptica entre una particula y el medio circundante

2.1.3 Microscopia de Contraste de Fases.

Generalidades

El microscopio de Contraste de Fases es un tipo de microscopio de
Interferencia, pues convierte la diferencia de los indices de refraccién en
diferencias de intensidad, las cuales ya pueden ser percibidas por el 0jo?, se
logra sin necesidad de alterar la muestra por tincién o por cualquier otro
procedimiento, en este tipo de microscopia se pueden ver células y tejidos
vivos en su estado natural, permitiendo ver con bastante detalle y buen
contraste aquellos objetos tan transparentes, que con la luz ordinaria son
practicamente invisibles®, Mediante el condensador y un objetivo especial se
controla la iluminacién siguiendo diferentes rutas a través de las distintas
partes de una célula. El resultado es una imagen con diferentes grados
de brillo y oscuridad. Con este método, el material denso aparece brillante,
mientras que las partes de la célula que tienen una densidad cercana al agua
(citoplasma) aparecen oscuras. La desventaja biolégica mas grande en este
tipo de microscopios es que solo sirve para ver células aisladas o pequefias
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capas de estas, también existe una perdida de resolucién y diferentes tipos
de halos, sombras que son el resultado de bordes o limites en donde tienen
lugar cambios bruscos de los indices de refraccion.?

Técnica.

La microscopia de contraste de fases puede realizarse tanto con
microscopios monoculares, como binoculares y los objetivos que se utilizan
para esta técnica se les incorpora una placa de fase como es el caso de la
serie acromatica de 16,4 y 2 mm (de inmersion en aceite) y los objetivos de
fluorita de 3,6 y 2 (ambos de inmersion en aceite), en general estas placas
para fase estan pensadas p ara producir una fase p ositiva, con las que se
obtiene que las partes mas gruesas y refractables del objeto aparezcan

oscuras.

El sistema basico del microscopio de contraste de fases es:

Una lampara con condensador y control de intensidad

Un disco anular, situado en el plano focal posterior del condensador del
microscopio

Una placa de fase, colocada en el interior del objetivo en su plano focal
posterior (cada objetivo debe tener su propia placa de fase)

Un tubo telescépico auxiliar que se usa para poder ver la placa de fase
dentro del objetivo cuando se pone en lugar del ocular normal, ya que con
este no puede verse y de este modo puede ponerse la imagen exactamente
sobre el anillo oscuro de la placa de fase.

Ya que se cuenta con todo lo anterior se procede a:
1. Dirigir la luz del microscopio, enfocando el objetivo o el condensador o

ambas cosas a la vez, debera verse el diafragma de iris, que estara

parcialmente cerrado, y si es necesario se centrara el diafragma y se
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corregira el angulo de |luz de la ldmpara para que sea completamente
axial.

. Se colocara la preparacion en la platina y, mirando por el ocular
normal, se enfoca el objetivo que lleva la placa de fase hasta
conseguir un enfoque aproximado del objeto.

. Se quita el ocular y se inserta el tubo telescdpico auxiliar, se enfoca el
ocular del tubo telescépico hasta obtener una imagen clara del anillo
oscuro de la placa de fase, insertandose el disco anular.

. Se enfoca el condensador hasta conseguir una imagen clara del disco
anular que varia con los cambios de enfoque del condensador, por lo
que se tienen que corregir y si es necesario, se debe centrar el
soporte del disco anular, y sobreponer el disco anular brillante sobre el
anillo oscuro de la placa de fase o hacer que el anillo de la placa de
fase rodee el disco anular.?

. Cuando el disco anular brillante estda completamente superpuesto al
anillo oscuro de la placa de fase, el microscopio esta dispuesto para el
trabajo con contraste de fases, entonces, se sustituye el tubo
telescopico por el ocular normal.

. Se hace un retoque final del enfoque del objetivo, algunas veces hace
falta realizar un ligero ajuste del enfoque del condensador para
producir el maximo contraste, con la mayor parte de los objetos es
facil distinguir con una sencilla observacion si el microscopio esta en
contraste de fases; por el cambio de aspecto que sufre el objeto.

. 'Y por ultimo para cambiar la preparacion, usando el mismo objetivo,
solo se necesitaran pequefias modificaciones del enfoque del
condensador para compensar el cambio de grosor del portaobjetos
(para cada grosor debe subirse o bajarse el objetivo, para que le
objeto quede bien enfocado), este movimiento tiene que ser
compensado por un movimiento similar del condensador para
mantener el anillo brillante sobre el anillo oscuro de la placa de fase
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del nuevo objetivo, cada cambio de objetivo requiere también un
cambio de disco anular correspondiente.

Usos y aplicaciones.
Antes de la aparicion de este tipo de microscopia, la Unica posibilidad de

observar objetos transparentes es su estado natural (sin matarlos o teifirlos),
era usando la técnica de iluminacién de campo oscuro en la que solo se
distinguia si eran o no mdviles, pero la estructura interna permanecia
invisible, siendo el contraste de fases la forma ideal para objetos muy
transparentes. 3

La Unica condicion que debe cumplir la muestra es la de ser y no
absorbente, ya que este microscopio se basa solamente en las diferencias de
fase, para los objetos absorbentes, las diferencias de intensidad se suman a
los efectos de las fases, resultando a menudo un contraste reducido y una
imagen de escasa calidad.

Este tipo de microscopia es de gran valor para poner de manifiesto los
organelos de las células vivas, teniendo asi, que el nicleo contrasta
fuertemente con el citoplasma, distinguiéndose con facilidad componentes
citoplasmaticos (mitocondrias, vacuolas y gotas de grasa) El nucleolo y los
cromosomas son especialmente visibles, las membranas pueden verse
claramente como una linea oscura con un halo brillante en cualquiera de los
lados, aunque a causa d e este, |as membranas sencillas no se distinguen
con facilidad de las dobles. En objetos pequefios como las bacterias, es
dificil observar detalles debido al efecto del halo sobre la pared celular, sin
embargo se coloca la bacteria en un medio cuyo indice de refraccion sea
igual aldela pared celular o al del citoplasma, siendo mas facil distinguir
detalles internos, tales como los cuerpos nucleares. 4
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2.1.4 Microscopia de Fluorescencia:

Generalidades

La base de este tipo de microscopia es la fluorescencia® que presentan
ciertas sustancias si se les ilumina o radia con luz de onda corta (ultravioleta,
azul), siendo capaces de convertir esta luz de onda corta que es invisible, en
la luz de onda larga (verde, amarillo y rojo) 2 que es visible.

Existen varias sustancias naturales, en particular entre los vegetales (clorofila

en tallos y hojas)®®

, algunas ceras, vitaminas, aceites de inmersion, medios
de inclusién o fijacion y minerales, que sin ninguna preparacién presentan
fluorescencia de colores especificos cuando se radian con rayos ultravioleta;
denominados fluorocromos (fluorescencia primaria), los cuales se aplican en
soluciones muy diluidas (1 por 1000 a 1 por 10 000) a distintos tejidos como
una tinciéon bioldégica mostrando una especificidad, para distinguirse o
identificarse por el tipo de fluorescencia del fluorocromo asimilado
(fluorescencia secundaria).3 El hecho de que los colorantes se usen en
concentraciones tan diluidas reduce al minimo los posibles dafios a la célula,
especialmente células vivas.

Los fluorocromos mas utilizados en este tipo de microscopia son: auramina,
azul de anilina, naranja de acridina (para 4acidos nucleicos)*, la tioflavina S,
amarillo thiazo G, fucsina, corifosfina O, isotiocinato de fluorescencia y entre
los antibidticos la tetraciclina.

Los especimenes de mayor interés en el campo m edico-biolégico ( células,
tejidos, cultivos de células) no fluorecen, por tanto hay que ponerlos en
condiciones de emitir radiacion fluorescente dtil, con el propésito de enfatizar
las areas de interés analitico?®, muchos objetos tienen muy baja intensidad
por lo cual debe buscarse el maximo contraste posible, evitando que la luz
del dia o de la misma habitacion del laboratorio llegue al microscopio,
también podemos trabajar en una camara oscura® para asegurarnos que la
técnica no falle.
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Técnica.

Lo primero que se necesita para desarrollar esta técnica es:

Una fuente de rayos ultravioleta de gran intensidad

Una lampara de descarga de mercurio de alta presion, que se monta en una
capsula bien ventilada con un condensador de lentes de cristal y a veces con
un reflector metalico para los rayos que emergen por detras del condensador,
estas lamparas emiten rayos ultravioletas, calor y luz visible al mismo tiempo,
por lo mismo tiene que usarse un sistema de filtros de absorcion que eviten
que el calor de los rayos altere la preparacién que no es seca para este tipo
de microscopia.® Para este propésito existen diferentes combinaciones de
filtros por ejemplo:

El filtro de Word, O X.1 (Chance) es transparente a los rayos ultravioletas,
pero es opaco a la luz visible, excepto a la luz roja de longitud de onda muy
larga, y a los rayos infrarrojos, produciendo de este modo un fondo oscuro.

El filtro de interferencia que reduce el espectro ultravioleta a un banda
estrecha, a cuya longitud de onda el cristal es bastante transparente y las
sustancias fluorescentes bastante activas. Este filtro es opaco para las
longitudes de onda visibles, excepto para el azul oscuro, este color residual
neutraliza el color rojo que deja p asar el filtro O X.1, produciéndose asiun

fondo negro intenso.

Hay que tener en cuenta que es muy importante el uso del filtro, pues una
vez que, los rayos ultravioleta han radiado el material, han cumplido su
mision y deben eliminarse, pues la exposicion prolongada a esta luz puede
causar serios dafos al observador, especialmente a los ojos.

Frecuentemente se utilizan dos colorantes fluorescentes: la fluoresceina, que
cuando es excitada por la luz azul emite una fluorescencia amarillo-verdosa
intensa, y la rodamina, que cuando es excitada con una luz verde-amarilla
emite una fluorescencia de color rojo intenso; ambas moléculas son
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detectadas separadamente en el microscopio, por medio de filtros
especificos para cada colorante."’ Un ejemplo de esto es la
Figura 4, donde se observa la distribucion de moléculas diferentes de una
misma region en un embrion fijado, donde se utilizaron fres juegos de
diferentes filtros y colorantes especificos.

50 pm

Figura 4.De izquierda a derecha observamos: (A) una zona de microtibulos marcados con
un anticuerpo acoplado a fluoresceina, (B) filamentos de actina con un anticuerpo acoplado
a rodamina y (C) marcada con un colorante que Unicamente emite fluorescencia cuando se
une a ADN. Biologia Molecular de la Célula, Bruce 1994,

Usos vy aplicaciones

Se utiliza para visualizar componentes de dificil observacion, para localizar
sustancias mediante enlaces especificos y para determinar:

a) En Botanica, Micologia y en Mineralogia, la presencia de sustancias
con fluorescencia primaria, la podemos utilizar en diversas técnicas de
laboratorio como: en hibridacion in situ o el PCR como veremos mas
adelante.
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b) El estudio de bacilos en esputos con tuberculosis, usando la tincién de
auramina, (pudiéndolos observar en un tono amarillo luminoso), que
hace los recuentos mas faciles y exactos.

c) En el diagndstico temprano de tumores malignos (con la técnica del
naranja d e acridina) un nacleo normal lo vamos a observar a marillo
verdoso, y en cambio el nicleo anormal 6 alterado en un tono naranja
igneo.

d) En la técnica de anticuerpos trazadores (método de Coon) que
consiste en hacer visibles los antigenos marcando los anticuerpos que
reaccionan con ellos, con un colorante fluorescente, aplicable a la
mayoria de las enfermedades autoinmunes.

3. Microscopia Electrénica.

Generalidades

La necesidad de observar con mejor resolucion y mayor aumento las
estructuras celulares mas pequenas, llevd a los investigadores a buscar otras
fuentes de iluminacion con menor longitud de onda que permitieran tener
mejores resultados en el estudio de la muestra. Un intento fue sustituir
la luz blanca por luz ultravioleta, dando como resultado una modificacion casi
total del aparato, debido a que la luz ultravioleta no atraviesa el vidrio, siendo
necesario emplear lentes, portaobjetos y cubreobjetos de cuarzo y espejos
de aluminio o plata."” Como la radiacién ultravioleta no puede ser
detectada por el ojo humano, también era necesario usar sistemas
fluorescentes y fotogréaficos para la obtencién de las iméagenes, teniendo que
renunciar de igual modo a los condensadores y objetivos de inmersién, con
todo esto se logr6 que el poder de resolucion fuera de 0.1uym (sélo dos
veces mayor que el microscopio normal), 0 sea, un minimo avance, en la
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capacidad de este microscopio para permitir la observacion y el estudio de
los organelos celulares que no dependia exclusivamente de estas
modificaciones, y seguia limitado a la naturaleza fisica de la luz.

Lo que ayudo al desarrollo de esta nueva forma de microscopia fue la
obtencién de radiaciones con longitud de onda menor que la luz visible que
se logré por los hallazgos de L. de Broglie (1924) quien demostrd el
comportamiento ondulatorio de los electrones’ y los resultados por Busch
(1926) quién descubri6 que los electrones emitidos por un filamento de
tungsteno precalentado pueden ser enfocados por campos magnéticos, estos
conocimientos iniciaron el desarrollo de este tipo de optica, que culmind en
los afios 1930-1933 con la invencién del microscopio electronico por Ruska.',
la Figura 5 nos da un ejemplo del modelo actual de este microscopio.

Asi tenemos que los microscopios electrénicos utilizan rayos de electrones
en lugar de la luz, lo que les permite tener un poder de resolucion muy
elevado. La longitud de onda de los rayos de electrones es de 0,005-
0,0003 nm, muy corta comparada con la de la luz visible (426-750 nm;
violeta, rojo). Es posible con el microscopio electronico observar objetos
separados por una distancia de 0,003 pm, comparado con los 0,25 pm de un
microscopio 6ptico?

Estos electrones que se utilizan en el microscopio e lectrénico, se obtienen
mediante el fenémeno termoidnico que se basa en la capacidad que tienen
los metales, al calentarse, de convertir sus electrones de valencia en
electrones libres, se usa el wolframio o tungsteno por su alto peso molecular
y punto de fusion alto, ademas de una evaporacion muy reducida y las lentes
que se utilizan son campos magnéticos axiales localmente fuertes que van
en direccioén del haz de electrones, los mas sencillos estan constituidos por
una bobina corta a través de la cual circula una corriente eléctrica continua,
teniendo la ventaja de que en estas lentes se puede variar la distancia focal
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al ajustar la intensidad eléctrica que circula por la bobina, sin tener que
recurrir a los sistemas mecanicos como en el caso de la microscopia Optica.
Existen distintos tipos de Microscopia Electronica como son:

a) Microscopia Electronica de Transmision: Da imagenes por medio de
electrones que atraviesan la muestra como lo hace la luz en el Microscopio

Optico.®

b) Microscopia Electrénica de Barrido: Nos proporciona imagenes y datos
por medio de un haz de electrones que recorre la superficie de una muestra,
transformandola en corrientes eléctricas que formaran la imagen en un

monitor.®

c) Microscopia Electronica Confocal: Utiliza métodos electrénicos dando
imagenes que permiten enfocar un plano escogido de la muestra, eliminando
la luz que proviene de las zonas que estan fuera de foco superior e inferior a
este plano, proporcionandonos una imagen nitida de una fina seccién.'

3.1 Microscopio Electrénico de Transmision (MET)

Generalidades.

Este microscopio nos permite ver objetos mucho mas pequefios y texturas
mas finas que los microscopios o6pticos, debido a su mayor poder de
resolucion, siendo una caracteristica numérica ¢ parametro de sistemas
opticos (de luz o de electrones) que define su capacidad de dar imagen de
detalles muy pequefios del objeto.

El MET tiene un poder de resolucién de entre 0.15 y 0.25 nm, que es 1000
veces mayor que el microscopio de luz.

El sistema optico de un MET puede suministrar aumentos variables entre
unas decenas y unas 500,000 veces.® Siendo un instrumento que
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utiliza un haz de electrones acelerados para irradiar una muestra® delgada
por una de sus caras, dando una imagen formada por los electrones que
emergen de la cara contraria.

En el MET, un haz de electrones de muy alta energia (hasta 200 kV) incide
sobre una muestra preparada de forma que posee una zona delgada
transparente a los electrones.  Los electrones que atraviesan la muestra
forman una imagen sobre una pantalla fluorescente, lo que permite la
observacion de la microestructura del material en cuestion. Por otra parte,
dentro del material los electrones sufren diferentes interacciones. Una de
ellas es la infiltracion cristalografica®.  Otra interaccién produce la emision

de rayos X caracteristicos que proporcionan informacion quimica y elemental

de volimenes submicrométricos de la muestra.®

Figura 5. Cortesia del laboratorio SENICA de la UAM-Iztapalapa y del Dr. José Septilveda

Sanchez, donde se muestra un MET

Es un instrumento grande, pesado no portatil, requiere de un lugar oscuro,
libre de polvo, de vibraciones, de campo magnético y ventilado.®
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Este tipo de microscopio basicamente esta constituido por:

a) Optica electronica (generalmente llamada columna por ser cilindrica y
vertical)'. Esta formada de arriba abajo por el dispositivo productor de
electrones o candén electrénico, seguido por una o mas lentes
condensadoras (2 generalmente) que concentran el haz electrénico sobre el
objeto de estudio. Debajo de estas lentes se encuentra la camara del objeto.
Una platina a la que queda unido el objeto dentro de esta camara que puede
ser movida mecanicamente por el operador.

Por debajo de esta camara se encuentran 3 lentes: La primera es el
objetivo, la lente mas perfeccionada, tanto por la precisiéon y acabado de sus
piezas, como por la estabilizaciéon de su corriente de alimentacion.

La segunda lente de observacion es la lente intermediaria o primera
proyectora, que agranda un trozo de la imagen del objeto creada por el
objetivo.

La tercera lente de aumento la realiza la lente proyectora, la que tomando
una parte de la segunda imagen y la proyecta aumentada sobre la pantalla
fluorescente, en la que la imagen electrénica final se hace visible al ojo

humano.®

b) Sistema de vacio cuya funcién es mantener una presion baja en el interior
de la columna. El vacio de un MET se debe rehacer cada vez que
se apaga el aparato, por lo que cuenta con compuertas de vacio que se
abren y se cierran comunicando o aislando diferentes partes del microscopio,
estas permiten colocar y sacar muestras y cambiar el material fotografico sin

alterar el alto vacio de la columna ®

c) Sistema de enfriamiento, este dispositivo estd constituido por agua
(destilada) que circula en serpentines metélicos que es enfriada por accion
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de un compresor similar al de los refrigeradores, el que finalmente disipa el

calor al aire.

d) Corrientes de alimentacion y sus controles, donde las principales
necesidades de alimentacion del MET son las del cafién del haz de
electrones acelerados y las de las lentes.

e) Dispositivos de registro de la imagen, aqui la forma mas habitual de
obtener un registro de la imagen que se ve en la pantalla fluorescente es la
fotografia.! Todos los MET tienen dispositivos destinados a exponer
pelicula fotografica, especial para este microscopio, que se encuentra en la
columna de optica electrénica. El proceso fisico por el cual se lleva la toma,
el revelado y fijado son los convencionales de cualquier fotografia de blanco
y negro. La visualizacion del registro de la imagen puede realizarse por
medios electronicos, como una camara de television situada cerca de la
pantalla donde se ve laimagen final.® Esta camara transforma la imagen
electronica en una imagen luminosa.
La imagen proporcionada por la cAmara se puede ver en varios monitores,
existen varios tipos de camara entre ellas estan algunas disefadas para
imagenes muy débiles como son: las camaras con intensificador de
imagenes y las camaras de barrido lento.
Se digitaliza la imagen por medio de una computadora y un programa
especial llamado “Codificador Digital”, y una vez digitalizada la imagen se
observa como la Figura 6 que:

1. Puede almacenarse en un CD y observarse en el monitor.

2. Puede imprimirse en un papel especial

3. Se puede fotografiar la imagen de un monitor con una camara coman'.

4. Pueden calcularse los mas diversos parametros de la imagen o

conjuntos de imagenes y extraer conjuntos individuales.
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5. Pueden editarse, cambiar el contraste o disminuirlo, aumentar la gama
de grises, atribuir colores falsos, también se puede rotar la imagen
para mostrar sus distintas caras. Los cortes como son casi

bidimensionales no pueden mostrar el volumen del cuerpo ni las caras

perpendiculares a los cortes.®

Figura 6. Particula de metal tomada del medio ambiente en el DF, Cortesia del Dr. José

Sepulveda Sanchez, investigador de la UAM-Iztapalapa.

Técnica y procedimiento.

Las condiciones para la preparacion del material biologico son las siguientes:

1. Las muestras se deben conservar a muy baja presion (vacio) en el
interior de la columna 6ptica electronica.

2. La muestra debe estar seca, de lo contrario, las moléculas de agua se

vaporizaran y pueden invadir el espacio por donde circulan los
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electrones produciendo la dispersion de los mismos provocando la
pérdida de la nitidez de la imagen.

3. Se corta en secciones muy finas conun espesor menorde 0.1 nm.
Para que los electrones lo atraviesen.

Entonces la preparacion del material consta de los siguientes pasos:
a) fijacion, b) deshidratacién, c) inclusion, d) corte y e) contraste.?

a) Fijacion:

Debemos conservar la estructura fina de las células (ultraestructura) y alterar
lo menos posible su composicién cuando queremos realizar estudios
citoquimicos, inmunohistoquimicos o hibridacién in situ con Aacidos
nucleicos®, como ya mencionamos en la microscopia 6ptica hay 2 tipos de
fijacion una quimica y otra fisica.

Fijacién quimica: En el caso de la microscopia electronica también se
emplea el uso del glutaraldehido y/o formaldehido ademas del tetradxido de
osmio’ porque coagulan las proteinas, causando modificaciones minimas en
la estructura celular. Cada uno de estos presenta cualidades deseables
a la vez que ciertos inconvenientes, por eso las mezclas fijadoras se
preparan en proporciones variables, con el objeto de compensar las
deficiencias de cada uno de ellos, por lo general estas mezclas contienen
otras sustancias como los amortiguadores® que dan al fijador un pH (7.3
constante durante todo el proceso) y presion osmoética semejantes a las
existentes en el medio en donde vivia la célula®, ademas tienen la funcion
de no producir fuerzas osméticas a través de las membranas biolégicas para
evitar alteraciones debidas a cambios bruscos de pH. Las mas
empleadas son los fosfatos y el cacodilato (s-colidina o veronal-acetato)'.
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Para conservar de la ultraestructura de la muestra Ia fijacion tiene que ser
muy rapida para evitar alteraciones debidas a la anoxia y a la accion de
enzimas hidroliticas endégenas.

Al terminar la fijacion se retira el aldehido lavando la muestra varias veces
con el amortiguador.

A veces es seguido este proceso por un tratamiento de tetraéxido de osmio
(que es un tipo aditivo, no coagulante), llamado post fijacion'' que
proporciona estabilidad quimica, cohesion fisica'y vuelve mas permeables
las membranas, lo que impide dafios por cambios osmoticos durante los
tratamientos subsecuentes.

Después de la post fijacion puede quitarse el exceso de tetradxido lavando
con el amortiguador 6, segln, se recomienda en algunos laboratorios, puede
pasarse la muestra a la deshidratacion —etanol al 70%-directamente.

Fijacién fisica: Para la preparacién de la muestra en el microscopio
electrénico esta etapa consiste en congelar la muestra por procedimientos
que no requieren aparatos muy complejos como es el de “Pulverizacion” (se
lleva a cabo con propano previamente enfriado con nitrégeno liquido)® el de
“Impacto” que se puede emplear en cultivos de células o en trozos de tejidos
(consiste en proyectar a velocidad la muestra sobre un espejo de cobre,
previamente enfriado con nitrogeno liquido) y el de congelacion a “Alta
presiéon” (que es el Unico de |os tres que si requiere de un aparato complejo y
de alto precio, siendo también el Gnico que permite conservar todas las
estructuras de la célula de la muestra, llevandola a una presién de 2000
barios, congelarla en un chorro de nitrégeno liquido y descomprimir
rapidamente) después de que la muestra esta congelada se debe cuidar que
su temperatura no sea mayor a los -80° C y puede ser seguida de distintos
procedimientos como: La fractura y réplica mediante evaporacion de
carbono y metales: Este método permite principalmente el estudio de las
membranas. Consiste en la criofijacién de un espécimen, seguida por

39



la fractura de la muestra a temperaturas muy bajas (-150 y -190° C) con una
capa de carbon-platino.  Este recubrimiento es parcial porque el metal y el
carbono solamente se depositan sobre las superficies que puedan ser
accesibles. Una vez obtenienda la capa de recubrimiento, la muestra se
pasa a temperatura ambiente, quedando solo una capa delgada de decenas
de nanémetros de espesor, de carbon con algunas regiones sombreadas por

el metal (platino).®

Terminada la fijacion se continta con el segundo paso que es la:

b) Deshidratacion

Que seria la sustituciébn del agua de la muestra, por medio de la
deshidratacién con acetona a temperatura controlada para evitar que se
cristalice el agua cuando ha sido sustituida el agua por la cetona. ® Figura 7
Se realiza con liquidos que se mezclan en el agua celular y al aumentar su
concentracion la desplazan, hasta sustituirla totalmente, empleandose al
etanol (que hidrata mejor) o la acetona (que es mas miscible con los
principales métodos de inclusién), teniendo que estos procedimientos de
imbibicién® de la muestra se llaman inclusién y constituyen el siguiente paso
para la preparacion del material biolégico. 7

Se continta con el tercer paso que es:

c) Inclusién:

Se llevaa cabo después de |a deshidratacion, se empapa la muestra con
algin monémero de alguna sustancia plastica (Figura 7), que pueda
polimerizarse en condiciones compatibles con la conservacion de las
estructuras finas de las células y adquiera la dureza necesaria para ser
cortada en secciones no mayores de 0.15 ym de espesor.
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Los monomeros mas usados para la inclusion son:

1. Resinas epoxicas®®: endurecen de manera uniforme, sin producir dafio
a la hora de polimerizar formando polimeros ramificados, siendo muy
estables ante al bombardeo de electrones.

2. Resinas poliéster: son utilizadas para incluir bacterias, protozoarios y
algunos tejidos animales y vegetales (vestopal es el mas usado por la
alta resolucion de observacion, por su estabilidad y bajo dafio al
polimerizar)®

3. Medios acrilicos: metacrilatos (poco usados) por producir inestabilidad
de los cortes frente al haz de electrones lo que ocasiona un colapso
de las membranas y estructuras celulares

Ya concluida la inclusion tenemos al cuarto paso que es:

e) El corte® de la muestra congelada, para que esta no se dafie se emplea el
“crioultramicrotomo” que va a mantener la muestra a baja temperatura, estos
cortes se llevan a cabo en equipos llamados “ultramicrotomos™, (Figura 7),
que permiten realizar cortes entre 30 nm hasta 1um se, empleando una
cuchilla de vidrio de 2.5 cm de lado y 8 mm de grosor que el propio
microscopista crea, con facilidad en una maquina recortadora, de bajo costo
y desechable, pero esta cuchilla pierde el filo con facilidad asi que se emplea
una cuchilla de diamante, con calidad de corte y duracion muy superiores a la
anterior pero muy cara.® Se debe tener cuidado a la hora de cortar para no
deformar la muestra.

Y por ultimo el quinto paso

f) Contraste:

El contraste en la imagen lleva a cabo debido a la dispersion que sufren los
electrones al interaccionar con los atomos de la muestra, puede suceder que
al observarse los cortes ultrafinos de tejido, carezcan de contraste o
presenten muy poco, por lo que se realiza la tincion.
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Se utilizan tres distintos tipos de tinciones que son: Positiva, negativa y
sombreada.?®
1. Tincion Positiva, es el método de contraste con metales que se unen a
los tejidos, es el mas empleado y puede llevarse antes de la
inclusion®, algunos microscopista utilizan el acetato de uranilo por sus
propiedades fijadoras y porque aumenta el contraste de los
cromosomas, nucleolos y ribosomas pues forma enlaces quimicos con
las estructuras que tiene acidos nucléicos, también utilizan el citrato de
plomo por ser mas selectivo que el anterior para las células
proteicas.’

2. Tincion Negativa, en esta las células organelas aisladas o virus son
inmersos en soluciones de sustancias que dispersan los electrones y
luego son examinadas al microscopio, el “colorante negativo”
permanece entre las estructuras y penetra en sus depresiones y
orificios, de modo que al microscopio, la estructura aparece clara y
rodeada por un material electrodenso, que es el “colorante”, esta
técnica es muy empleada en el estudio de agregados de alto peso
molecular como las particulas de virus, ribosomas, colagena,
microtubulos, microfilamentos y acidos nucleicos.?

3. Sombreado: es una técnica equivalente a la negativa, por el
sombreado mediante la evaporacién de metales de elevado peso
atébmico como el cobre, oro, vanadio, uranio, plata o platino y tetréxido
de osmio, (siendo este (ltimo un excelente fijador’) que se depositan
sobre las diferentes estructuras celulares permitiendo el contraste para
estudiar las caracteristicas topograficas de la muestra, observar con
gran detalle la estructura de pequefias particulas, macromoléculas
como &cidos nucleicos, ribosomas pared celular y otras fracciones

A5e



celulares, también se utilizan en la preparacion de muestras obtenidas
por congelacion utilizando sales de metales
Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4 Paso 5

—
——. —_— VIAL DE L#
MUESTRA
; Después de lavarlo, el 1 ;
£l 1epdo disecado ejdo ae
58 coloca en und 20 deshidrata colocindolo - ::'o S coloce shiry
 soucion fiadors en concentraciones de scetona ol media de inc

© slcohal cada ver mayores pléstico

MUESTRA
—
SUJETADOR
DE LA MUESTRA
PARA
EL MICROTOMO El tejiiy se coloca
Cuando # plistico asté o una mercis final
duro, sa corta el blogue de inchusidn, polimerizande
" para formar une pirdmide plistico
Los cortes se oblianen con un ultramicrotome '.umﬂh:. ::,m e
€on une AavaE de vidio 0 de damants. conario
Los cortes lotan sobre el borde de la
cuchila hacla ln superficie de una gota de agus
—
Lot cortes se Daspuds que los cortes
recogan de la 38 secan, queden kstos
superficie con una pars ser cbssrvados o
rejilia de cobre iCTOBCOpio electrdnico
Paso 9 Paso 10

Figura 7. Paso 1 Solucién Fijadora, Paso 2 y 3 después de lavar el tejido se deshidrata
con acetona y alcohol, Paso 4 y 5 se coloca en una sustancia de inclusion (plastico), Paso 6
el tejido se coloca con una sustancia de inclusién (resina) en un homo, Paso 7 Aumento del
dispositivo en donde se coloca la muestra en el microtomo para su corte. Paso 8 Aparato
donde se realizan los cortes para esta técnica “Ultramicrotomo”, Paso 9 Aumento del
dispositivos (rejilla de cobre) donde se recogen los cortes, Paso 10 Corte listo para ser
observado, Biologia Celular, Karp 1998.
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Usos y Aplicaciones

Siendo un instrumento que normalmente es utilizado para el estudio a alta
resolucion de materiales metalicos y cerdmicos sus aplicaciones mas usuales
son:

Caracterizacion microestructural de regiones submicrométricas, estudio de
fenomenos como transformaciones de fase, difusion, recristalizacion
(grados), crecimiento de grano, etc.’

Analisis quimico de volimenes submicrométricos, como segregaciéon de
elementos en borde de grano.

Estudio de la morfologia, estructura y composicién de particulas finas,
Caracterizacion de peliculas delgadas depositadas, peliculas producidas por
implantacion i6nica y otros métodos de modificacion de superficies, y

microgircuitos electrénicos.®

Es una técnica unica entre las técnicas de caracterizacion de materiales
pues permite tanto la caracterizacién microestructural mediante imagenes de
alta resolucién, como la obtencién de informacién quimica y cristalografia de
regiones submicrométricas de la muestra a estudiar. (%112

En el campo de la Odontologia permite hacer analisis de las estructuras y
caracteristicas histolégicas del esmalte dental”®, como se observa en el
estudio comparativo del analisis morfoldgico de las estructuras oclusales en
premolares y molares humanos?® de las Figuras 8 y 9
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Figura 8. Microscopia Optica. Fosa Oclusal (f) de un érgano dentario en forma de U.

A nivel de los angulos parten dos laminillas del esmalte (Le) con distintas caracteristicas: una
de ellas presenta un corto trayecto y se bifurca, la otra es mas ancha. En todo el espesor
del esmalte se observan prismas cortados en forma irregular. E n la (CAD) Unidn amelo

dentinaria, se observa una desmineralizacién por un proceso carioso, (D) Dentina.

V;

Figura 9. Microscopia Electrénica de Transmision revela a diferentes aumentos contraste

del por el mayor contenido organico de los surcos intercuspideos en interfase con el tejido
adamantino (Ha), prismas de esmalte (P), y la dentina. Amerise, Cristian

www.scielo.org.ve/scielo.htp, 2002
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3.1.1. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Generalidades.

El MEB un microscopio que proporciona imagenes y datos fisico-quimicos,
por medio de un delgadisimo haz de electrones que recorre dicha superficie y
de detectores que traducen las sefales que de ella emanan,
transformandolas en corrientes eléctricas que se emplean en formar una
imagen en un monitor de television, produciendo las mejores fotografias de
superficies celulares en los Ultimos afios

Tiene una resolucién de 20-50 nm, capacidad de amplificacion de  20x a
50 000x y profundidad de campo 300 veces mayor que el microscopio
electrénico de transmision."8)

Este microscopio basicamente esta constituido por
a) optica electronica

b) camara del espécimen

c) circuitos de alimentacion

a) La optica electronica: Estad formada por un cafion electronico, por los
dispositivos de barrido y por lentes electromagnéticas condensadoras (3
generalmente).

El canén d el MEB cumple | as mismas funciones que el MET: como yase
explico es generador y acelerador de electrones y consta de una lente
convergente que enfoca el haz formando una pequefa imagen de la region
emisora, siendo la resolucién del MEB mayor cuando menor sea el diametro
de la regi6on iluminada en la muestra.

Las lentes electromagnéticas (condensadoras), producen iméagenes reales y
de menor tamafio de la primera imagen de la fuente de emisién en el MEB,
siendo lo fundamental eliminar una regién redonda y lo mas pequefia posible
del espécimen. A la dltima de las tres lentes se le llama objetivo y tiene
un control fino que permite graduar el didmetro de la region iluminada de la
muestra, por lo tanto da la maxima nitidez en la imagen.
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Actualmente ya soélo tiene un cafdn de emision de campo, una lente
condensadora una lente objetivo que estd compuesta por un campo
magnético que da lugar a dos lentes convergentes y un campo electrostatico
que forma una lente divergente. Los dispositivos de barrido se encuentran
por encima de la lente objetivo y permiten que el haz se desplace sobre el
objeto a observar formando algo similar a renglones, hasta “barrer” una
superficie rectangular de tamario variable con el control de aumento."’

b) Camara del espécimen. Es una camara amplia para dar cabida a objetos
de varios centimetros, o aun decimetros de didmetro y esta situada en la
parte inferior de la columna de Optica electronica.

Como el MEB explora unicamente la superficie superior del objeto, el soporte
de la muestra no tiene que permitir el paso de electrones y esta formado por
una plataforma movil.

c¢) Circuitos de alimentacion. Los circuitos de alimentacion de los lentes
asi como el generador y regulador de alta tension son similares a los del
MET. EIl generador de barrido permite que el rastreo de la superficie del
objeto y el barrido del monitor de observacion sean sincronicos. Esta
sincronia de barridos hace que cada “punto” del renglén que se dibuja, se
observe al mismo tiempo en los dos monitores.®

d) Detectores: Los mas empleados en el estudio de las muestras bioldgicas
son:

1. Detectores de electrones secundarios emitidos por la muestra, estos
electrones secundarios (se observan en la Figura 10)*°, se producen
en un volumen pequefio del espécimen, cercano al lugar donde incide
el haz electronico en ese instante, proporcionando una imagen de
mayor resolucion que la suministrada por otros detectores.
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Los electrones secundarios emitidos por la muestra son los que se utilizan
comunmente para estudios morfoloégicos de especimenes bioldgicos.

2. Detectores del haz retrodispersados®para la muestra se observan en
la Figura 10, estos electrones provienen de un volumen del objeto
mas grande que el volumen del que se originan los secundarios,
siendo menos eficientes que los secundarios, para informar sobre la
composicion anatdmica de la region, pueden servir para dar imagenes

de superficies.

Haz de electrones
incidente

Catodoluminiscencia Electrones
(Luz visible) Auger

Electrones
Bremsstrahulung Secundarios
Rayos X Electrones

Caracleristicos Retrodispersados

Electrones
Dispersados

Elasticamente

Comente
enlamuestra

Electrones
Transmitidos y

Dispersados
Inelasticamente

Figura 10. |Indica graficamente los electrones que emite la muestra.

www.geocites.com/capecanavera/lab/1987/menu.htm, 1987
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3. Detectores de rayos X emitidos por la muestra, se observan en la
Figura 10 y permiten realizar andlisis elementales de la muestra, en
donde se puede demostrar la distribucion de un determinado elemento
o de varios tipos de atomos diferentes en la muestra en estudio®, o si
existe o no en una zona del espécimen cierto elemento, y aun estimar
cuantitativamente la abundancia de un elemento en relacién con su
posicion en la célula o tejido. Por ejemplo, se puede determinar si hay
fosforo, magnesio u otros elementos cercanos a la superficie. En la
zona iluminada por el haz electronico la intensidad de la emision en
materiales bioldgicos, es generalmente débil por lo que los detectores
deben abarcar el mayor angulo sélido sobre la muestra y estar lo mas
cerca posible. Cuanto menor sea el diametro del area de la superficie
de la muestra iluminada por el haz electrénico, menor sera el volumen
de emision y mayor la resolucion. En los MEB modemos las
imagenes se digitalizan de rutina, se pueden memorizar y se pueden
observar aun cuando el haz haya dejado de barrer la zona, lo que
facilita poner en posicion el haz sobre la estructura que se va analizar.
La cuantificacion de la abundancia de un elemento presenta algunos
problemas, pues mediciones en diferentes regiones de especimenes
tridimensionales, es decir no planos o casi planos dependen mucho de
la topografia de la superficie del objeto, de manera que serian
comparables nicamente las medidas realizadas sobre superficies con

similares angulos con respecto al haz y con respecto al detector.

4. Detectores de electrones por la cara del espécimen contraria a la
iradiada (barrido-transmisién): La deteccion de los electrones que
atraviesan una muestra delgada, por el lado contrario al barrido por el
haz, da lugar al procedimiento llamado microscopia electrénica de
barrido transmision®. Se pueden obtener imagenes de fondo claro y de
fondo oscuro, de alto contraste. En general el sistema de barrido
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transmision proporciona imagenes de cortes de un espesor de media
micra o mas, de mayor nitidez que el microscopio de transmision
convencional, pero no aporta informacion muy importante al
conocimiento biolégico. Actualmente este sistema se encuentra
desplazado con mucha ventaja por el microscopio de transmision
provisto del filtro de energia de electrones. 5

Técnica y procedimiento.

Pasos:

1
2.

Se fija la muestra biolégica en glutaraldehido.

Se trata con tetréxido de osmio (como en la fijacion quimica del MET
que ya se explico).

Se realiza la deshidratacion con etanol al 70%'' por 15 minutos
aproximadamente. (Cuando se termina de deshidratar la muestra por
completo se puede enfriar en nitrégeno liquido y hacer una fractura
para revelar detalles internos de la muestra).

4. Después se seca a punto critico

5. Y se cubre con metal (oro) o con carbén un ejemplo de esto es la

Figura 11.

Se toma en cuenta la inclinacion y rotacién que se le da a la muestra
pues de esto dependeran los efectos de luz y sombra que presente a
la hora que la observemos en el microscopio.

Nos tardamos en realizar este procedimiento completo alrededor de
dos o tres dias aproximadamente y en dado caso que la muestra sea
conductiva (metales) no se necesita de este procedimiento.

La preparacion de las muestras para ser observadas con el MEB consta de

varios procedimientos que adaptan el objeto de estudio a las caracteristicas

fisicas del instrumento. Las dos caracteristicas mas importantes para

realizar esta técnica implican que la muestra no emita vapores (para que se
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mantenga la baja presién) y que sea conductora (para evitar la concentracion
de electrones en la muestra y la deformacién de la imagen por el efecto de la
carga electrostatica), son la desecacion y los métodos que hacen la muestra

conductora.

1. La desecacion, se emplea para tener uno de los principales requisitos que
es una muestra completamente seca, este procedimiento consta de dos
tipos: a) por punto critico® y b) por congelacién-desecacion.

a) Por punto critico: Todo este procedimiento se realiza en un aparato no
muy caro con sustancias muy accesibles como la acetona con la que
se empapa la muestra y se coloca en este aparato de “punto critico”
que es una camara especial que resiste por lo menos 73 atmésferas,
que se puede calentar, y que permite la entrada de bioxido de carbono
y la salida de gases.® En esta camara se hace |la
sustitucion de acetona por el biéxido liquido a 73 atmoésferas de
presién, a una temperatura ambiente y después se calienta a 31° C
para que desaparezca la interfase, manteniendo esa temperatura se
deja escapar el gas, obteniéndose el material seco

b) Por congelacion: El procedimiento para lograr la congelacion y que la
muestra conserve su estructura fina es el mismo que ya se describié
en el tratamiento de esta para el MET

2. Los métodos para hacer conductora la muestra, consisten en cubrir la
muestra con metales de tal forma que los detalles de la superficie se puedan
observar con facilidad y también con la finalidad de hacerla conductora no
solo en la superficie, sino también en su interior, para realizar este
procedimiento se acostumbra adherir la muestra al portaobjeto por medio de
una pintura o pegamento conductor, que contiene plata o carbén. Este
recubrimiento se puede hacer por evaporacion de carbén o metales en un



recipiente de alto vacio o por atomos removidos de un catodo diana con
iones de alta energia.
Cumplidos estos procedimientos se puede observar en el MEB el material

biologico para su estudio y analisis.

Figura 11.Micrografia tomada a 50.000 aumentos, corresponde a particulas de oro,

depositadas sobre carbon. www.geocites.com/capecanavera/lab/1987/menu.htm, 1987

Usos vy aplicaciones.

Odontologia y biomateriales

Las caracteristicas del MEB lo han convertido en una herramienta
insustituible en estos campos de aplicacion, donde ha posibilitado no solo
avances en la investigacion biomédica sino mejoras en los materiales
empleados en la reparacion de los tejidos lesionados (protesis, amalgamas,
etc.). La utilidad del MEB se extiende desde valorar el efecto en las
superficies dentarias de los diferentes aparatos de limpieza, a la localizacion

bacteriana en la periodontitis juvenil, o en el cemento apical, la insercion
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epitelial en la periodontitis crénica del adulto.'®Las porcelanas dentales, las
propiedades de los agentes de unién que sellan las separaciones existentes
entre ladentina y |os m ateriales d e restauracion (resinas), los cambios de
fase en las amalgamas, siendo todos ellos objeto de estudios por este tipo de
microscopia. También hay estudios para valorar el crecimiento de hueso en
protesis de cadera de materiales porosos, el empleo del MEB ha permitido
diferenciar con facilidad al hueso de los alambres metalicos y de los tejidos
blandos y cuantificar asi el crecimiento del hueso, método que ofrece un

prometedor futuro.('¢2%

Sistema digestivo y urinario
Prondstico o diagnéstico inequivoco en la patologia gastrointestinal.
Estudio de los ecosistemas bacterianos presentes en la mucosa

gastrointestinal.

Hematologia

Tiene un papel importante en el estudio de las células de sangre periférica, al
permitir el analisis tridimensional de la superficie celular, por la importancia
que posee en la relacion con ofras células y moléculas, estas células
sanguineas son el tipo de muestra cuya preparacion es mas delicada para su
estudio. ™

3.1.2. Microscopia Confocal

Generalidades

La espifluorescencia constituye una de las técnicas de microscopia éptica
mas utilizadas actualmente en el area de la investigacién biomédica.

Su desarrollo es debido, por un lado, a la progresiva optimaciéon de las
técnicas de tincién y marcaje con fluorocromos y, por otro lado, al aumento



del poder de resolucion Optica proporcionado por el uso del microscopio
Confocal.

La configuracion d e este tipo d e microscopio e std basada enla propuesta
original de Marvin Minsky (1957) y el actual modelo® es el que se muestra

en la Figura 12.

Figura 12. Microscopio Confocal Nikon e marca registrada,

www.oseacortes.com/practicas/microscopio.htm

Este instrumento presenta las siguientes caracteristicas:

a) Dispone de una fuente de iluminacion, todos los microscopios Confocales
utilizan el laser por sus propiedades de intensidad luminica, seleccion de
longitud de onda y uniformidad (emisién continda), los de uso frecuente son
los argén (488-514 nm), criptén (568-647 nm) y helio-nedn (543-633 mn)
para iluminar en el espectro de luz visible. La luz ultravioleta (UV),
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esta incorporada s6lo en algunos equipos, ya que se requiere de un laser
especial de argdn o helio-cadmio y, cromaticas significativas cuando
transmite luz ultravioleta. 7

b) En el sistema optico, el criterio de seleccion de espejos, filtros y objetivos
depende de un factor denominado “eficacia de transferencia optica”, siendo
este un parametro que corresponde a larelacion entre | a intensidad de la
imagen producida por el objeto y la intensidad de la luz incidente. Su  valor
es dependiente de la longitud de onda de la luz y de las caracteristicas de
difraccion de los espejos vy filtros, los objetivos méas adecuados son los que
combinan las caracteristicas de los filtros, espejos, de la apertura numérica y
estan libres de aberraciones cromaticas.

¢) La fluorescencia emitida por el punto iluminado accede al detector
atravesando una apertura o diafragma (pinhole) que e xcluye la luz e mitida
por elementos situados en puntos alejados del plano focal.

d) la imagen bidimensional (ejes x, y) del objeto situado en el plano focal se
obtiene mediante el barrido de la preparacién con la luz puntual.'

La profundidad de campo (0,5-1,5 ym) del microscopio Confocal proporciona
informacién a partir de una seccioén dptica muy definida, en lugar de toda la
muestra. Se procura eliminar practicamente todas las sefales
procedentes de fuera del plano de foco, lo cual ademas de evitar la
degradacion de la imagen incrementa el contraste y la sensibilidad de la
deteccion.

Este tipo de microscopia permite el estudio de muestras con marcaje
fluorescente, haciendo secciones 6pticas de las mismas, excitandolas punto
a punto por medio de un laser, teniendo que la longitud de onda de emisién
de la muestra es mayor a la de excitacion, y es esta ultima la que al pasar
por un pequeifio diafragma permite la deteccion de un solo plano focal.
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Técnica y procedimiento.

Pasos:
1.

La célula que se va a estudiar se coloca en el microscopio y se
ilumina.

Enfocandose con una resolucion de 0.1 mm x 0.1 mm en el plano XY,
yde 0.2 mm en el gje Z.

Ya enfocada se fotoexita por medio de un laser, el cual finamente
barre punto a punto la muestra. Al hacer esto cada area de la célula o
de la preparacion emite una fluorescencia que es captada por un
fotomultiplicador

El Fotomultiplicador recibe una sefial andloga que es convertida en
digital por medio de un programa especial, que a su vez proyecta la
imagen virtual en una pantalla. **

En esta pantalla digitalizada la imagen tridimensional se puede girar
para ser analizada en sus diferentes angulos 6 también se puede
reconstruir o seccionar para el estudio de estructuras internas en
células vivas. '’

Estas secciones se pueden realizar no sélo en el plano XY (perpendicular al

eje optico del microscopio), sino también verticalmente (paralelo al eje dptico)

enlos

planos XZ o bien YZ, con el seccionamiento vertical (XZ o YZ) las

celulas se barren en profundidad (eje Z) y también lateraimente (ejes Z o Y),

generando imagenes en paralelo al eje dptico del microscopio, dando

informacién del plano focal a partir de las muestras y pueden mostrar

variaciones de altura, las secciones 6pticas tomadas en lo sucesivos planos

focales (series Z) pueden ser reconstruidas informaticamente para producir

una visioén tridimensional de la muestra.>*
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Usos y Aplicaciones.

Se utiliza para el estudio de la fisiologia y toxicologia de los receptores
ionotropicos del acido glutamico en cultivos primarios de neuronas en ratas,
midiendo la variacion del nivel intracelular del calcio.

Estudio tridimensional de muestras incluyendo su exterior y para determinar
en algunos materiales la reflexion, en la busqueda de la localizacion de
distintos marcadores en una region concreta.

Evita los problemas de espectros o solapamiento, asi mismo separa la
emision de los marcajes fluorescentes y posible auto fluorescencia de la
muestra.”* En la Figura 13 se muestra una comparacion de tejidos de un
embrion en estado de gastrula en la microscopia convencional y con el

microscopio confocal.

Figura 13. Podemos observar la diferencia de enfoque y definicion entre las dos técnicas
a) Microscopia Convencional, b) Microscopia Confocal, en los tejidos de un embrién. Biologia
Molecular de la célula, Bruce 1994
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4. Biologia Molecular

La base histérica y moderna de la biologia celular es la microscopia. Sin
embargo, en la actualidad los métodos microscépicos se han fusionado con
los de la bioquimica, |a genética y la biologia molecular para proporcionar
una perspectiva mas amplia en el estudio de las células como unidades vivas
dinamicas, lo cual ha atribuido que el andlisis de las células se haga desde
un punto de vista mas dindmico y comprensivo. En biologia celular se
intenta observar, comprender y explicar cbmo se correlacionan la estructura y
la funcién, y cémo esta lltima se regula dentro del marco de espacio y
tiempo de un sistema.®

La evolucion humana, biolégica y social coincide con el desarrollo gradual de
los medios con los cuales se manipula el medio ambiente, o sea, los seres
humanos han adquirido la habilidad de reproducir herramientas cada vez
mas complejas y en muchos aspectos, los logros tecnolégicos ejercen un
variado impacto en la calidad de la vida y en el medio ambiente.

La biologia molecular trabaja con objetos que el hombre no es capaz de ver,
oir o tocar en forma directa y a pesar de este inconveniente las células son
objeto de estudio que constituye un tributo a la curiosidad humana en su
inquietud por descubrir nuevas formas en el tratamiento de las
enfermedades.?

A partir de la evolucién de métodos mucho mas sensibles para la separacion
de los diversos componentes de una reaccion quimica, la deteccion y el
nimero de clases de moléculas biolégicas se desarrollo el empleo de
trazadores radioactivos que marcaron el avance mas significativo en las
técnicas moleculares como son: Hibridacion in situ, Reaccion en Cadena de
la Polimerasa y la Citometria de Flujo'’
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4.1 Hibridacion.

Generalidades

Es una técnica que parte de una mezcla desnaturalizada de moléculas
distintas de ADN pero con secuencias parecidas (puede ser ADN que
codifica la misma proteina en especies distintas). Posteriormente al
renaturalizar se pueden asociar parcialmente dos hebras procedentes de
moléculas duplex (puede ser homoduplex ADN-ARN o heteroduplex ADN-
ARN) distintas, formando ADN hibridos (doble hebra, con regiones de
apareamiento y de no apareamiento). Esta formacion de moléculas dobles de
ADN o ARN cuyas hebras tienen distinto origen (especie o acido nucleico)
recibe el nombre de hibridacion®. Para desnaturalizar una molécula de ADN y
poder llevar a cabo la hibridacion existen 3 métodos principales que se

explican graficamente en la Figura 14 y son'®:

1. Desnaturalizacion de ADN por medio de temperatura: Primero por
calentamiento gradual donde se pierde la estructura secundaria y por
consiguiente se separan las hebras. El enfriamiento lento se
lleva a cabo sin llegar a los 20 o 30° C siendo reversible este
procedimiento y por Ultimo el enfriamiento brusco siendo una
desnaturalizacién irreversible llegando a perder su funcionalidad las
hebras de ADN.

2. Desnaturalizacion por acidos y bases: Se puede hacer en condiciones
alcalinas pues el apareamiento de bases debilita el pH de la molécula
de ADN o neutralizando podemos producir el efecto contrario, o sea,
renaturalizar y si tenemos que el pH es acido y fuerte pierde su
estructura primaria molecular, siendo irreversible este Proceso.

3. Desnaturalizacion por agentes quimicos: Con frecuencia se realiza en
moléculas sencillas de DNA altamente polares, con grupos amino y
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carboxilo, e stos les permite competir enla formacion de enlacesde
hidrogeno con estos grupos, facilitando la ruptura de sus
apareamientos y la separacion de las hebras provocando asi la

desnaturalizacion. '’

:#*:W;n;o gradual del I::;d enfriemicnio se hace lentamente y sin llcgar a
ita las fucrzas " a5 wemperanuras (hasta 20-30 “U), hay posibilidad
estabilizadoras de Ia doble 1 molécula de de que las secuencisy emnplanp:unu s
helice, de forma que las DNA de doble hebra “encoentren” y se formen de nuevo los puentes de
o hebras se desenrollan hidrigeno entre las hebras
hasta su scparacion total ol me (Templado™). La mayor pane
En extc proceso de 2 de |us cadenas sencillas
desnaturalizacién’ forman el misma DNA
doble original

se produce la

renaturalizacidn
del DNA, es decir, ln
desnaturalizacion
<5 reversible

2 moléculas de ok eperia. L5
cnl'mri idamente ¢l

DNA de hebra seocilla —ysicma (mercla de DNAs

de hebeu sencilla) las

cadenms quedan disociadas;
Ia desnaturalizacién
esirreversible v se ha
perdido Ia funcionalidad.

FIGURA 14. Esquema donde se muestran los tres principales métodos de

Desnaturalizacion, 1. Desnaturalizacién por medio de temperaturas, 2. Desnaturalizacién por
acidos y bases. 3. Desnaturalizacién por agentes quimicos. Biologia Molecular e Ingenieria
Genética, Luque 2002

Hibridacién in situ

La Hibridaci6n in situ es la hibridacion de fragmentos marcados de ADN de
una hebra o de ARN con secuencias complementaﬁaé (sondas®) a ADN/ARN
celular, que en condiciones apropiadas forman hibridos estables, la
hibridacion puede hacerse sobre soportes sélidos (soporte de nylon o
nitrocelulosa), en solucién (in vitro), en cortes de tejido o en preparaciones
celulares (in situ). Se pueden usar sondas marcadas con elementos
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radioactivos, pero como se necesita protecciéon y manipulacion especiales no
son de eleccion para su uso rutinario. ™

Existen 2 tipos de técnicas que son:

Hibridacion in situ tisular e Hibridacion in situ cromosémica.

Hibridacion in situ tisular

Es una técnica mediante la cual se estudia la distribucion y densidad de un
gen o molécula de ARNm en una célula o en un tejido utilizando una sonda
de ADN o ARN de una sola cadena.

Se realiza sobre cortes de tejido, células intactas y nucleos aislados. En
muchos casos, se lleva a cabo directamente sobre tejidos fijados con
formalina, incluidos en parafina, congelados, etc.  Es una modalidad de
hibridacién particularmente importante para detectar virus patégenos, para
diagnosticar células cancerosas como consecuencia de cambios genéticos o
para estudiar cambios en la expresion genética detectando secuencias en el
ARN celular. En este caso, tras una fijacién suave de la preparacion, se
anaden sondas de ADN complementario (CADN) de hebra sencilla. La
deteccion se realiza por autorradiografia y examen de la pelicula fotografica
bajo el microscopio, o por microscopia de fluorescencia, si se empleo este
marcaje para la sonda."®

Hibridacién in situ cromosémica

La técnica de Hibridacion in situ FISH (fluorescence in situ hybridization)
combina las técnicas citogenéticas y las técnicas de biologia molecular, para
permitir la ubicacién fisica de regiones cromosomales que presentan
secuencias hipervariables, genes implicados en patologias y seudogenes.

Se realiza sobre preparaciones en portaobjetos de cromosomas metafasicos
o prometafasicos, tratadas con fijadores para preservar las caracteristicas
morfol6gicas del cromosoma.

Se requiere separar la secuencia de ADN mediante calor, algin alcali o
formamida para permitir su hibridacién con la sonda, inicialmente se
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emplearon sondas radioactivas, pero problemas técnicos en la deteccion de
la sefial limitaban su utilidad. Se ha conseguido aumentar la sensibilidad
y resolucion con el empleo de sondas marcadas con fluorescencia. En esta
técnica, la deteccion se hace por microscopio de fluorescencia, de forma
directa o por método indirecto. '’

Técnica y procedimiento
La hibridacién depende de la secuencia diana a detectar en la muestra y la

disponibilidad de una sonda u oligonucleétido de secuencia complementaria

a la diana.

Las "sondas"son un fragmento corto de acido nucleico, de secuencia
conocida y complementaria a la secuencia diana, marcado de forma que
permita su deteccion (radioactivo, coloreado, fluorescente)

El empleo de las sondas eleva la sensibilidad de la hibridacién, hasta un
millén de veces superior a la deteccion directa por otros métodos. La sonda
se convierte en un elemento e sencial para cualquier estudio molecular, en
especial para estudiar la variabilidad o polimorfismo del genoma."”
Preparacion de las Sondas

Existen diferentes métodos para obtener sondas tanto de DNA (en hebra
doble) como de RNA (hebra sencilla). La sonda siempre ha de encontrarse
en forma de hebra sencilla, para lo cual se acude a la simple
desnaturalizacioén de las sondas de doble hebra.

Las sondas se clasifican por:

*Longitud o tamafio de la secuencia diana, *método marcaje y deteccién,
*tamario de la sonda, *método de preparacion.

Existen 2 tipos de Sondas: Las de tipo convencionales y las sintéticas
Sondas Convencionales.
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También llamadas sondas gendmicas, clonadas o biologicas, fueron las
primeras utilizadas y han contribuido al progreso de la Biologia Molecular.

Sondas Sintéticas.

La capacidad de sintesis quimica es esencial en Ingenieria Genética no solo
para preparar sondas, sino también para modificar parcial o totalmente un
producto génico o para sintetizar genes completos. En general se obtienen
sondas de ADN mas cortas que por clonacion. El método mas popular es la
sintesis de sondas cortas de A llamadas oligonucleétidos o simplemente
oligos'®.

Las sondas sintéticas se disefian de forma que contengan la secuencia
complementaria a una zona del DNA diana (de una parte del gen que sugiere
analizar). EIl objetivo es preparar un oligonucledtido que pueda hibridarse
con dicho ADN

Marcaje de sondas.

El empleo de sondas de ADN o ARN como herramientas analiticas para
localizar secuencias diana por ensayos de hibridacion requiere
obligatoriamente un proceso de marcaje de la sonda que permita su
deteccion. La molécula o grupo marcador pude tener diversa naturaleza,
siempre y cuando se pueda detectar su presencia de forma directa o
indirecta.

Los marcadores mas utilizados son is6topos radioactivos, fluorocromos y
enzimas. Dando lugar a métodos sencillos, que detectan concentraciones
muy bajas de |la sonda.

El marcaje de la sonda debe ser estable bajo diversas condiciones:
a) temperatura
b) detergentes
c) disolventes'
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Tipos de marcaje

1) In vivo (en cultivo) Se suministran nucledtidos radioactivos a células en
cultivo, que los incorporan en sus acidos nucleicos de nuevas sintesis (para
preparar DNA viral marcado en células infectadas por virus.

2) in vitro: Puede hacerse empleando isotopos radiactivos o por otros

métodos alternativos como se observa en la Figura 15

Figura 15 Hibridacion, Cortesia del laboratorio de Biomédicas de la UNAM.
Existen dos tipos de técnicas de hibridacion dependiendo de los tipos de
sondas que se utilicen (ADNc, oligonucledtidos, ARN) y como estén
marcadas las mismas:
1) Técnica isotopica o radioactiva (sondas marcadas con: 32P, 35S, 3H)
2) Técnica no isotépica o no radioactiva (sondas marcadas con

digoxinenina, peroxidasa, biotina, eic)

Las técnicas no-isotopicas o colorimétricas son mas rapidas y permiten una
localizacion mas precisa de la reaccion.Las sondas marcadas sin elementos
radioactivos son mas estables. La sensibilidad es igual o levemente inferior
a la de los métodos isotépicos.
La sensibilidad de la técnica depende del:
1) efecto de la preparacion del tejido sobre la retencion y accesibilidad de
ADN celular blanco o ARN
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2) tipos de sondas, eficiencia de la marcacién de la sonda y sensibilidad
del método utilizado para la deteccion de la sefial

3) efecto de las condiciones de hibridacion in situ sobre la eficiencia de la
hibridacion.

Usos y Aplicaciones:

La Hibridacién es una técnica de importante aplicacion practica en todas las
areas de la Biologia Molecular e Ingenieria Cinética, en especial la patologia
Molecular.

Las aplicaciones en el FISH dada la gran detectabilidad de los fluorocromos
actuales se puede emplear con fines diversos y se ha convertido en una
técnica con un elevado potencial diagnéstico en cromosomopatias, genes
tumorales, virologia, transplantes, etc.'®

Permite estudiar con mas detalle aspectos relacionados con el mapeo
genético, con los diferentes mecanismos de evolucién, el diagndstico de
enfermedades hereditarias y el analisis de procesos cancerosos.

La hibridacién in situ se utiliza primordialmente en la deteccion de bajo
nimero de copias de virus como agentes infecciosos (CMV) y agentes
carcinégenos (HPV, HBV, EBV).

En enfermedades genéticas para identificar y diagnosticar anomalias
cromosomicas (minicromosémicas y anomalias infracromosomicas)

Localizar regiones con fragilidad cromosomatica y alteraciones estructurales
de oncogenes y puntos de ruptura implicados en desordenes de algunas

neoplasias.
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4.2. Fluorimetria.
Ciertas moléculas poseen la propiedad de ser fluorescente, es decir la
capacidad de absorber energia de la radiacién electromagnética (luz visible
o ultravioleta), que las hace pasar a un estado electronico excitado desde el
cual vuelven al estado original, liberando energia en forma de luz. Como la
energia de la radiacién electromagnética emitida es siempre inferior a la
absorbida, la longitud de onda de la luz emitida es superior a la luz
absorbida. '® Cada compuesto con esta propiedad denominado
fluor6foro, posee espectros caracteristicos de excitacion y de emision (el de
excitacion es normalmente similar al de absorcién). Si es un colorante, se
denomina fluorocromo.
El empleo de fluoréforos y fluorocromos como moléculas marcadoras es de
gran utilidad, pues ofrece la posibilidad de detectar distintas moléculas y
células en muy pequefia cantidad y sin los riesgos asociados al marcaje con
isotopos radioactivos.
En Biologia Molecular se utilizan principalmente dos tipos de fluorocromos:
agentes intercalantes que se unen al &cido nucleico y sirven asi para
detectarlo en geles de electroforesis o gradientes de densidad (tales como el
bromuro de etilio, naranja de acridina y colorantes), y fluorocromos unidos de
forma covalente a sondas de hibridacion y a cebadores de PCR
(fluoresceina, rojo Texas, rodaminas, etc.).
La deteccion se puede realizar mediante:
a) Espectrofluorimetro y lector de microplacas: Que miden la
fluorescencia promedio de la muestra.
b) Densitémetro de fluorescencia: En geles de electroforesis,
blots o cromatografias en placa
c) Microscopio de Fluorescencia: En donde se permite observar
secciones de tejido o células individuales, de forma

semicuantitativa
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d) Citémetro de Flujo: Donde se permite  medir células

individuales, de forma cuantitativa. '

4.2.1. Citometria de Flujo

Generalidades

La Citometria de Flujo es un proceso en el cual se hacen pasar células
individuales 6 particulas bioldgicas, en forma individual, como corriente
liquida, por un orificio estrecho y luego se determina por medio de sensores
sus propiedades fisicas (tamafio, complejidad celular) o quimicas en base a
fluorescencia que emiten tras ser marcadas con un fluorocromo unido a otra
particula (anticuerpo, lecitina, neoglucoconjugado, etc)'®.

El aparato con el que se realiza esta técnica se llama Citémetro® de flujo y lo

podemos observar en la Figura 16.

La interseccion de cada célula con laluzlaser provoca la emision de una
serie de sefales luminosas que permite diferenciar poblaciones celulares
dentro de la muestra analizada. *°

La Citometria de Flujo es un método de lectura rapida que permite analizar

un elevado nimero de células (de 10.000 a 50.000 para cada anticuempo
monoclonal) y proporciona un registro computarizado de los resultados.
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Figura 16. Citémetro de flujo, cortesia del laboratorio de Biologia Molecular de la UAM-

|ztapalapa.
Los sistemas basicos que componen a un citometro de flujo son:
Los fluidos: Que nos sirven para introducir, analizar y medir células.

Los épticos: Que nos sirven como una fuente de excitacion y coleccion optica

para generar y colectar las sefiales de luz.

Los electrénicos: Que nos sirven para convertir las sefiales Opticas a senales
electronicas proporcionales y digitalizarlas para anlisis en la computadora.™
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Los componentes basicos de un citdmetro van a ser el circuito de admision
de la muestra, el haz de luz laser, el bloque 6 ptico cuyo objetivo es el de
recoger la fluorescencia emitida por la célula y de este modo puede
cuantificar esa emision.  Los resultados obtenidos de fluorescencia quedan
reflejados en una pantalla en la cual, mediante diferentes programas, se
representan en forma las células analizadas, permite la cuantificacion de
ADN y la determinacion de la actividad proliferativa de la poblacion celular.

Técnica y procedimiento.

El procedimiento de Citometria de flujo consta de dos etapas y se

ejemplifican en la Figura 17.

Caracterizacion y Separacion.
a) Caracterizacion de la poblacion celular: analizador, citometro de
flujo o citofluorimetro.
El sistema consigue que la suspension celular llegue en condiciones de
flujo laminar, formando un chorro muy fino que, como una consecuencia
de la dilucién, contiene las células individuales en suspension. Estas
pasan asi de una en una a través de un haz luminoso laser, cuya longitud
de onda permite la excitacion de los marcadores fluorescentes
incorporados previamente a la célula. En la luz emergente de cada

célula se analiza la dispersion y la intensidad de la fluorescencia (emision)

b) Separacion de células: clasificador de células activado por
fluorescencia (FACS)

La corriente de liquido, tras pasar por el punto de deteccién, se

transforma en una sucesién de gotas muy pequefias (como consecuencia
de una vibracion aplicada por ultrasonidos a la camara de flujo), las
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cuales tienen como maximo una sola célula. Al mismo tiempo, en
funcién de los resultados del analisis anterior de la célula, el clasificador
aplica automaticamente a cada gota un pulso de voltaje que le

proporciona una carga eléctrica.

El usuario define previamente el pulso que se ha de aplicar a cada gota
(y, por tanto, el signo y cuantia de la carga que adquirird), en funcion de
criterios sobre los parametros del analisis en el citometro. El sistema
informatico que controla analizador y clasificador permite tal decision en
el breve intervalo transcurrido entre el paso de cada célula por el detector
y la formacién de la gota que la contiene. Al mismo tiempo, todos los
datos de cada célula se almacenan para su estudio posterior.

A continuacion las gotas cargadas pasan por un campo eléctrico, donde
se desvian de acuerdo con su carga para caer en distintos tubos de
recoleccion de muestra; de esta manera se consigue la separacion de
subpoblaciones celulares de acuerdo con los criterios definidos
(combinacién de tamafio, estructura y fluorescencia). *®

Parametros medibles por Citometria de Flujo.

Tamario y complejidad intema

Receptores de superficie

Cambios en la membrana celular
Contenido de ADN y ARN
Sintesis de ADN

Estado de éxido-reduccion
Actividad enzimatica
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Figura 17. Pasos del procedimiento de la Citometria de flujo, Biologia Molecular e

Ingenieria Genética, Luque 2002

Cuadro con ejemplos de propiedades analizadas en Citometria de flujo por
medio de diferentes parametros.

Parametro medido Propiedades celulares analizadas
Dispersion  perpendicular de la luz|Tamafio (diametro y razén de volumen
(refraccion) o FSC nicleo/citoplasma)

Dispersion perpendicular de la luz Arquitectura interna (grado de

estructuracién subcelular, contenido de
organelos, granularidad, rugosidad...)

Intensidad de fluorescencia'© Cantidad de fluorocromos marcadores
previamente incorporados a la célula.




Comunmente se usan  anticuerpos,
marcados con fluorocromos, contra
antigenos de las superficies celulares o
bien colorantes o sondas que se fijan al
DNA.

Usos y Aplicaciones

Los usos y las aplicaciones son en este caso la caracterizacion y separacion
de celulas por Citometria de Flujo. En la actualidad es un método de
separacion importante en investigacion biomédica y en el laboratorio clinico,
especialmente por su capacidad para el anélisis automatico de suspensiones
celulares, pues se basa en el transporte de una suspension celular (células
sanguineas, aspirado medular, tejidos disociados, etc.), impulsada por un
flujo de disolucién isoténica, al punto de medicién o cdmara de flujo. En su
aplicacién habitual, la Citometria de flujo analiza y separa células
previamente marcadas con un fluorocromo.

La Citometria de flujo siendo una herramienta fundamental, eficaz y con un
gran potencial a futuro tiene por objetivos:

-Mediciones objetivas, cuantitativas muy precisas.

-Analisis répido: de 500 a 400 células por segundo

-Deteccion simultanea de diferentes caracteristicas

-Medicién de muy diversos aspectos celulares (estructurales y funcionales).

Asi como la deteccion y cuantificaciéon de antigenos: Identificacion de
antigenos mediante anticuerpos monoclonales marcados con diferentes
fluorocromos, que permiten la identificacion y clasificacién de diferentes
células tanto normales como alteradas
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En la deteccién de Inmunoglobulinas humanas para diagnoéstico, monitoreo y
tratamiento de enfermedades autoinmunes como purpura trombocitopénica
ideopatica, anemias hemoliticas y neutropenia, asi como esclerosis multiple,
lupus eritematoso y artritis reumatoide, y en subpoblaciones linfocitarias del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

En el recuento de ADN, de receptores progesterona (célula en tumores de
mama), de células d e sangre p eriférica y de médula 6 sea (obtenidas p ara
transplante).

Con esta técnica se puede establecer el origen, la subclasificacion del grado
en que se encuentran las lesiones de baja malignidad ayudando, en el
diagnostico cuando los cambios morfologicos son equivocos o no hay
certeza de estos, aportando informacién del pronostico tomando en cuenta el
estadio en que se encuentran, ademas de monitorear la respuesta en el
tratamiento, valorando la posibilidad de una recidiva

Por dltimo existen otras aplicaciones como en el caso del Cariotipo de flujo

(que es un tipo mapeo genético)'®

4.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Generalidades.

Es una técnica que imita la habilidad natural de la célula de duplicar el ADN,
generando multiples copias de una secuencia especifica de nucledtidos de
un organismo, detectando cantidades diminutas de organismos con alta
especificidad. Como se observa en la Figura 18, se basa en la
multiplicacion in vitro de una regién de ADN elegida, partiendo de una
cantidad minima y en pocas horas producir enormes cantidades de la
molécula inicial °
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Considerada hoy en dia una herramienta imprescindible en el Laboratorio de
Biologia Molecular e Ingenieria Genética, el objetivo de esta técnica es la
amplificacién directa de un gen o un fragmento de ADN, o indirecta de un
RNA, presente en mezclas de muy diversas fuentes, sin necesidad de una
purificacion previa de la muestra original.

Se puede hacer a partir de:
a) homogenizados
b) extractos de tejido
c) sangre completa
d) mezclas de fragmento de DNA obtenidos con enzimas de restriccion
e) muestras resultantes de la extraccion
f) aislamiento de DNA

molécula de DNA precursora i
T T
%—4" 1]'“} @ precursora

clon de moléculas

Figura18. Clon d e moléculas y células. Biologia Molecular e Ingenieria Genética,
Luque 2002

67 -



Técnica.

1. Ciclo PCR

Mediante la aplicacion en forma ciclica de estos tres procesos
(desnaturalizacién, unién, extensién), se consiguen muiltiples copias del
fragmento de acido nucleico en un corto espacio de tiempo.*®

En teoria es un método sencillo, sensible y relativamente rapido para
amplificar secuencias, requiriéndose un control preciso de las variables que
condicionan este triple proceso (secuencia, diana, cebador, enzimas y resto
de componentes), ademas de instrumentos adecuados llamados
termocicladores de ADN (que automaticamente controla y alterna
temperaturas durante periodos programados de tiempo por el nimero
apropiado de ciclos usualmente de 30 a 40 ciclos), para establecer las
condiciones de cada etapa y repetirlas ciclicamente (tiempo temperatura,
numero de ciclos, etc.) esta automatizacion es sencilla y de bajo costo

Este ciclo consta de tres pasos:
1. Desnaturalizacién (para dar hebras sencillas)
2. Unién (alineacién, hibridacion o etapa de templado)

3. Extensién (replicacion, enlongacion)'®

Los tres pasos®’se muestra graficamente en la Figura 19
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Figura 19.

Esquema que muestra los tres diferentes pasos del PCR, Desnaturalizacion,
Alineacion y Extension. The Polimerase Chain Reaction. Mullis, 1994

Paso 1. Desnaturalizacién por calor

Usualmente se lleva a cabo a una temperatura mayor o igual a 90°C*
separando la doble hebra de ADN en 2 hebras sencillas rompiendo los
enlaces entre la desoxirribosa y los grupos fosfato permanecen intactos.?’
Calentamiento para la separacion de las dos hebras del ADN, mediante una
incubacion breve (30-120 s) a una temperatura entre 68 y 97°C, que debe ser
superior a la fusién de la regién de ADN que se quiere amplificar.™

Paso 2. Alineacién (Union del partidor al objetivo)

Los partidores son secuencias sintéticas cortas de ADN de una sola hebra
que consiste de 20 a 30 bases. Son especificos y delimitan la region
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objetivo del genoma del organismo de interés. Se incluyen dos partidores en
la reaccion de la PCR, cada uno complementario de una de las hebras de
ADN que se separan durante la desnaturalizacion. Usualmente, este
proceso se lleva a cabo entre 40° C y 65° C, dependiendo de la longitud y la
secuencia de bases de los partidores. Esto permite la unién especifica de
los partidores a su hebra complementaria.?’

Templado o Hibridacién: Enfriamiento rapido por debajo de la temperatura
de fusion (Tm) de forma que se permite la hibridacién de las hebras sencillas
del ADN de interés con los oligos cebadores. Generalmente se usan
temperaturas de 37°C a 65°C que se mantienen entre 10y 20 s. '®

Paso3. Extension

Una vez que los partidores se unieron a sus secuencias complementarias, se
eleva la temperatura a 72° C y la enzima Taq DNA polimerasa se usa para
explicar las hebras de ADN. La Taq polimerasa comienza el proceso de
extension en direccion 5° a 3' agregando los nucledtidos correspondientes,
obteniéndose la hebra complementaria de ADN. ?°

Al final del ciclo de la PCR, hay 2 dobles hebras de ADN idénticas a la
original, cada nueva hebra producida se denomina ampliacion.

Conforme la PCR continia, se crean primero 2, 4, 8,....2n copias (n=
namero de copias) la secuencia objetivo es copiada unay otra vez con el
objeto de hacer millones de copias.”’

Elongacion o Replicacion: Etapa de amplificacion propiamente dicha (72°C-
75°C, 1-3 min), en la que la ADN polimerasa termoestable elonga los

cebadores, empleando como molde ambas hebras originales. '

Ademads de las 3 etapas de cada ciclo, cominmente se afade una etapa
previa y una final al conjunto de todos los ciclos.
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La previa a elevada temperatura (incluso a superior a las de las etapas de

desnaturalizacion), sirve para inactivar proteasas y nucleasas de la muestra,

asi como para asegurar la desnaturalizacion completa del ADN de partida,

especialmente si este es de gran tamafio o posee regiones muy

compactadas.

La etapa final, consiste en una prolongacion de la ultima enlongacion, para

permitir que se complementen todos los fragmentos. 2

Caracteristicas del proceso

a)

b)

c)

Rendimiento:  Puesto que los productos de cada ciclo sirven de
molde para el siguiente, la acumulacion de copias (tanto totales
como dianas) es exponencial en ves de lineal, sin embargo en la
practica el rendimiento de cada etapa no es completo, por lo que
las cifras se ven algo reducidas. A pesar de ello, siguen siendo
muy elevadas. Se han desarrollado modificaciones al método
descrito, encaminadas a aumentar la eficiencia, sobre todo en
tiempo y temperatura de templado.

Duracién: La duracién de cada unade las tres etapas de cada
ciclo y el namero de ciclos deben optimizarse, dependiendo de la
secuencia concreta que se quiera amplificar. En muchos
casos, la eleccion, de estas condiciones debe hacerse de forma
empirica.

Especificidad: Es muy elevada y esta determinada especialmente
por la secuencia de los cebadores utilizados y por las condiciones
de templado. Se puede determinar la especificidad analizando
por electroforesis los productos generados: la aparicion de una
banda dnica indica que la técnica es especifica, por ejemplo, si la
temperatura de templado se reduce excesivamente se producen
falsos positivos debidos, fundamentaimente a apareamientos
imperfectos del cebador con secuencias distintas de la diana,
aunque similares, que resultan asi también amplificadas.
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d) Capacidad de deteccion: Es muy alta, tanto que la PCR puede
permitir detectar una tnica molécula de ADN en casi cualquier tipo
de muestra clinica, forense o arqueolégica (célula, pelo, semen,

etc.). Sin embargo esta caracteristica supone también un
elevado riesgo contaminacion por moléculas de origen ajeno a la
muestra.*?

e) Fidelidad: La capacidad de copiar secuencias con precision,

sin introducir mutaciones (cambios en la secuencia de nucleétidos).
Esta caracteristica depende sobre todo de que la enzima empleada
tenga o no actividad correctora de prueba. La eleccion de la
enzima dependera del objetivo de la PCR. No es muy importante
la fidelidad si solo se pretende obtener una sonda, pero es
fundamental si el objetivo es la identificacion de mutaciones poco

frecuentes.'®

Variantes del Método.

1. PCR “Larga” (Long PCR) o LA-PCR (Longer and Achudrate PCR) mas larga
y exacta.

Objetivo: Superar los limites de la PCR convencional para amplificar con
fidelidad regiones diana de gran tamano (entre 5 y 40 kb). El principal factor
limitante es la ausencia de actividad correctora de pruebas en la polimerasa
Taq, por lo que se afade una cantidad menor de otra enzima con capacidad
de correccion de pruebas para contrarrestar la carencia de esta actividad y,
al mismo tiempo, seguir aprovechando la eficacia de elongacion de la
polimerasa principal (Taq o similar).

2. PCR"anidada”

La especificidad puede aumentarse realizando una segunda reaccién de
PCR, con cebadores nuevos que hibridan dentro del fragmento diana
amplificado por el primer par, dando asi lugar a productos no especificos
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generados en la primera PCR (que se observan en la electroforesis como
varias bandas o una banda difusa), que por ello no resultaran amplificados en
la segunda. Este método también sirve para aumentar el factor de

amplificacion conseguido, al suponer dos rondas de amplificacion. *?

3. PCR inversa.

Esta variante se emplea para clonar regiones desconocidas de un DNA,
situadas en posicion vecinal a secuencias diana conocidas, en lugar ed
amplificar la region interna, flanqueada por dos cebadores (PCR
convencional), se amplifica la region externa que flaquea a los cebadores, es
necesario cortar el ADN a en ambos lados de la region diana con una enzima
de restriccion, de tal forma que los extremos cohesivos resultantes puedan
hibridar entre si, formando una molécula circular, esta es ligada por una
ligasa y se realiza la PCR con cebadores que hibriden con los extremos de la
secuencia conocida, por lo que la elongacion de extenderd, alrededor del
circulo, generando copias de ADN normal, por la posicion de ambos
cebadores.

4. PCR con cebadores.

Consiste en la amplificacion de una regidon de ADN de secuencia
desconocida ligando a sus fragmentos de restriccion unos adaptadores,
oligonucleétidos sintéticos con extremos cohesivos compatibles con los
generados en la muestra, una vez d esnaturalizados, se afiaden cebadores
especificos para las secuencias de los adaptadores, asi se amplifica el
conjunto de adaptadores y secuencia diana, pero debe de saberse que se
amplifican por igual todos los fragmentos de restriccion presentes y no sélo

uno.
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5. PCR asimetrica.

Aqui se trata de generar copias de hebra sencilla de un ADN, siendo la
variante mas sencilla, donde se afiaden cantidades muy diferentes de ambos
cebadores, de modo que tras los primeros ciclos de PCR uno de ellos se
agota y, disponibles y a suficientes copias del ADN diana, sélo unade sus
hebras sigue amplificandose gracias al cebador mas abundante. *

6. RT-PCR: amplificacion de ARN

El nombre de transcriptasa inversa, indica que se trata de una amplificacion
de RNA (especialmente mARN) a través de la sintesis previa de su cADN
(DNA complementario al ARN), que después se amplifica por PCR, aqui no
se obtiene copias de ARN se partida, sino de ADN, aunque se conserva
obviamente la secuencia de aquél. Siendo el método con mayor
capacidad de deteccion para las mediciones de expresion genética in vitro,
se utiliza para amplificar mARNs de células asequibles (sanguineas), con
una expresion elevada de ciertos genes (globina), o en analisis de transcritos

de genes expresados en grado minimo.

Usos y Aplicaciones:

En la practica de Medicina Forense: A partir de una escasa muestra

determina la culpabilidad de un sospechoso.

En pruebas de Paternidad: Para establecer parentescos familiares.

En Pruebas Evolutivas o Arqueoldgicas: Comprende el estudio de muestras
fosiles en distintos periodos, estableciendo parentescos entre ellos.

En Genética: Para establecer diagnéstico rapido en mutaciones responsables

de la enfermedad. Determina infecciones virales o bacterianas, con una
muestra amplificada de ADN, obteniendo la carga viral del paciente
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Investigaciones Biologicas.?

Y en el Diagnostico Clinico: Para obtener el diagnéstico clinico de la
enfermedad tomando una muestra minima de material genético, copiar la
secuencia de interés las veces necesarias y generar suficiente cantidad de
muestra para detectar la presencia o ausencia de patégenos y en muchos

casos realizar la cuantificacion del mismo. *

SR



CONCLUSIONES.

Al termino de este trabajo se revisaron cada una de las técnicas Microscopicas
y Moleculares lo que permitio ver las diferencias significativas entre cada una
de estas, asi tenemos gue la mas importante entre las técnicas Microscopicas
Convencionales y las Electrénicas es el poder de resolucion, sin embargo la
aplicacién de la Microscopia Electronica en la investigacion Bioldgica tuvo que
esperar hasta que se encontraran técnicas adecuadas para la conservacién de
la muestra_y se perfeccionaran los métodos para la obtencion de cortes

ultradelgados.

El descubrimiento de la inmunocitoquimica y de los sistemas de computacion
de analisis de imagenes, entre otros, dieron origen a la Microscopia Confocal,
asi mismo el uso de fluorocromos y de procesos mas minuciosos y sensibles
impulsaron durante las dos ultimas décadas a una serie de procedimientos de
laboratorio que facilitan en mucho el analisis del ADN, llamadas Técnicas
Moleculares como la Hibridacion in situ, la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa y la Citometria de Flujo, todas han permitido cruzar barreras
naturales entre especies y analizar genes de cualquier organismo.

Una de las consecuencias mas importantes derivadas fue la produccién de
fragmentos de &cidos nucleicos a gran escala, abriendo las puertas a la
secuencia de estos y a las disciplinas como el Diagnostico Molecular y la

Terapia Genética.



GLOSARIO

Amortiguador. Sustancia quimica que impide que se produzcan cambios
bruscos en el pH, mediante el intercambio de protones manteniendo la
concentracion de iones de hidrogeno.

Amplificacién: Es la relacion entre el tamario aparente del objeto y su tamaiio
real.

Anoxia: Falta de oxigeno en la sangre o en los tejidos corporales.

Citometro: Analiza las células en suspension que interfieren de forma
individual con una fuente de luz. Dispositivo para contar células
sanguineas.

Condensador. Conjunto de lentes colocadas sobre el foco luminoso, que
alinea toda la luz en un haz.

Contraste: Diferencia de intensidad entre el medio y el objeto.

Corte: rebanada de material limitada por caras planas y casi lisas.
Cristalografia: Conjunto de técnicas de separacion de mezclas de gases,
liquidos o so6lidos, basados en la distinta afinidad de estas sustancias por dos
medios distintos, fase movil y fase estatica o sorbente.

Desnaturalizacién: Accién de alterar las p ropiedades o condiciones de una
cosa, desvirtuandola, destruccion del cancer comun de un asustancia.
Fluorescencia: Fenémeno que presentan ciertas sustancias, si se les ilumina
o radia con luz de onda corta y son capaces de convertir esta luz de onda
corta (invisible), en la luz de onda larga (visible).

Gen: Cada una de las particulas dispuestas de un orden fijo a lo largo de los
cromosomas y que determinan la aparicion de los caracteres hereditarios en
los virus, las bacterias, las plantas y los animales.

Hibridacién: Proceso mediante el cual dos cadenas complementarias de
acido nucleico forman una doble hélice durante un periodo de union.
Formacion de un par de &cidos nucleicos total o parcialmente
complementarios mediante la asociacion de hebras aisladas.

Imbibicién: Accién o efecto de embeber agua, absorcion de un liquido.
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Isotonico: (de iso del griego, tonos, tensién), que posee una tonicidad igual a
otfra dada, especialmente de las soluciones salinas cuya concentracion
molecular en sales es igual a la del suero, de la sangre, tiene la misma
presion osmoética que reste y no produce la desintegracion de los globulos
rojos.

Luz: Es una manifestacion de la energia universal que se desplaza por ondas
Y que no se necesita medio elastico para su transporte.

Microscopia: Ciencia que se encarga de la construccién y empleo del
microscopio.

Microscopio: Instrumento optico destinado a observar de cerca objetos
extremadamente diminutos. La combinacién de sus lentes hace que lo
que se mira aparezca con dimensiones extraordinariamente aumentadas,
volviéndose perceptible lo que no lo es a simple vista. Diccionario de ciencias
de la salud.

Microscopia de Contraste: Método de la microscopia que convierte las
variaciones del indice de refraccién del objeto en variaciones de intensidad
de la imagen.

Mitocondria: Pequefios componentes esféricos o en forma de bastoncillo que
se encuentran en el citoplasma de las células, encerradas en una doble
membrana, con un espacio de la membrana interna entre las dos unidades,
al interior invaginado hacia dentro del organulo con una serie de
proyecciones.

Muestra: es la rotura irregular que sigue las regiones de menor tenacidad del
material y que resulta en una superficie con un importante relieve.
Nucledtido: Compuesto derivado del acido nucleico, cuando éste se desdobla
por accion de la nucleasa.

Nucleasa: Enzima o grupo enzimatico que actia como catalizador en la
descomposicion del acido nucleico en nucledtido.

Ocular. Perteneciente o relativo a los 0jos.  Lente o conjunto de lentes del
microscopio colocados mas cerca de los ojos del observador.
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Optica: Es el estudio de la interaccién de las ondas de laluz con medios
reflectores y medios refractores. Gran diccionario de las ciencias.
Protoplasma: Sustancia de estructura coloidal y caracter viscoso y traslucido,
que contiene una gran cantidad de agua y constituye el material esencial de
todas las células animales y vegetales.

Punto critico: se le llama a las condiciones de presion y temperatura Gnicas
para cada sustancia, en las que la densidad de su fase liquida y la de vapor
son iguales y la interfase entre ellas desaparece y asi evitamos la tension
superficial y se puede dejar escapar el vapor hacia la atmésfera, recuperando
la muestra seca.

Radioactiva: Referente a los cuerpos dotados de radioactividad (actino,
polonio, radio).

Sonda: Fragmento corto de &cido nucleico, de secuencia conocida y
complementaria.

Termociclador: | nstrumento que se utiliza en el PCR que automaticamente
controla y alterna temperaturas durante periodos programados, para
establecer las etapas de esta técnica y repetirlas ciclicamente.
Ultramicrotomo: Instrumento para realizar cortes titulares muy delgados,
especiales para ser observados en el microscopio electronico.

Vacuola: Cualquier espacio de pequefio tamafio que se forma en el

protoplasma de una célula.
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