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RESUMEN

El citoesqueleto es una compleja red de filamentos proteicos del citoplasma que le permite a la
célula eucariota adoptar gran variedad de formas, llevar a cabo movimientos direccionales y
coordinados, dividirse y mover particulas en el citosol. Se constituye por tres componentes
principales que son: microfilamentos, microtiibulos, y filamentos intermedios. Aunque los
componentes del citoesqueleto parecen estacionarios en las micrografias, en realidad son
estructuras muy dindmicas capaces de reorganizarse en forma dréstica. El citoesqueleto es uno
de los temas que se estudian de manera mds activa en la biologia celular actual, debido en
parte, al desarrollo de técnicas que permiten buscar una estrategia morfolégica, bioquimica y
molecular coordinada. Una de las estrategias mas importantes para el estudio del citoesqueleto
es la inmunofluorescencia, ya que permite observar en forma directa los procesos moleculares
y el comportamiento dinamico en las células vivas y el cultivo celular es muy adecuado como
modelo para estudios en Biologia Celular. En el presente estudio, se hizo la valoraciéon de
diferentes fijadores a distintos tiempos y concentraciones para identificar los elementos del
citoesqueleto: microtibulos (tubulina), vimentina y actina. Se trabajo con dos lineas celulares
VERO y PK-15, que fueron procesadas por inmunofluorescencia indirecta de doble marcaje,
mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra tubulina o vimentina y faloidina rodaminada
(para marcar actina), utilizando como fijadores: paraformaldehido al 1 y 4%, glutaraldehido al
1 y 4% formaldehido al 3.7%, paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1% vy fijador de
karnowsky a los tiempos de 5, 20, 60 y 120 minutos. Utilizando los fijadores solos
(paraformaldehido 1% y glutaraldehido 1 y 4%) se visualizé solo una marca (tubulina,
vimentina o actina), mas no ambas (tubulina-actina; vimentina-actina), con paraformaldehido
4% y formaldehido 3.7% se visualizaron ambas marcas (tubulina-actina), aclarando que, solo
se observo esto con las células VERO, con las células PK-15 solo se visualizd una marca ya
sea tubulina, vimentina o actina,(con estos dos fijadores a 120 y 20 minutos de fijacion
respectivamente) con la solucién de karnowsky se visualizé vimentina. Con las células VERO
el fijador de Karnowsky permiti6 la visualizacién de actina en todos los tiempos, tubulina y
vimentina no se visualizaron, con la mezcla de paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1%
durante 20 minutos se visualizo tubulina-actina, los mejores resultados solo se obtuvieron con

las células VERO. Al hacer la comparacion de estos fijadores se recomienda utilizar



paraformaldehido 4% durante 5 y 20 minutos, formaldehido 3.7% durante 20 y 60 minutos y

la mezcla de paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1% durante 20 minutos.



INTRODUCCION

CITOESQUELETO

La capacidad de las células eucariotas de adoptar gran variedad de formas, llevar a cabo
movimientos direccionales y coordinados, dividirse y mover particulas en el citosol, depende
de una red de filamentos proteicos del citoplasma conocidos en conjunto como citoesqueleto
(Lodish, et.al, 2005), que es una estructura sumamente dindmica que se reorganiza de manera
continua a medida que la célula cambia de forma, se divide y responde a su medio ambiente.
(Hughes, 2003; Karp, 2005). El interior de la célula también experimenta movimientos
permanentes, y el citoesqueleto representa la maquinaria que posibilita muchos de estos
movimientos intracelulares, como el traslado de organulos de un lugar a otro, la segregacién
de cromosomas en las dos células hijas durante la mitosis y la separacion de las células
animales durante el proceso de division celular. (Alberts, et.al., 2006).

El citoesqueleto estd formado por una red de tres tipos de filamentos proteicos: filamentos
intermedios, microtibulos, y filamentos de actina (Fig. 1). Cada una de estas variedades de
filamentos tiene diferentes propiedades mecdnicas y estd formada por una subunidad proteica
distinta. En los tres casos, miles de subunidades se ensamblan para formar una hebra delicada

de proteinas que a veces se extiende a través de toda la célula. (Alberts, 2006).
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Figural. Tipos de filamentos proteicos del Citoesqueleto. (Alberts, 2006)



FILAMENTOS DE ACTINA

Los filamentos de actina son polimeros de 7-9 nm de didmetro, la motilidad y cambio de
forma de la célula se debe en gran medida al ensamblaje dindmico de esta estructura. La
subunidad proteica es la actina que puede encontrarse en dos estados: uno globular (actina-G),
y otro polimerizado formando filamentos (actina-F). (France, 2003; Nizard, 1991).

Los filamentos de actina forman una densa red submembranal conocida como corteza celular
que da resistencia mecdnica, sirven de enlace entre proteinas transmembranales e
intracitopldsmicas, también juegan un rol importante en la division celular formando el anillo
de contraccion durante la citocinesis, asi como un papel central en la contraccién muscular y

dan soporte a estructuras como las microvellosidades. (Fig. 2) (Basu, 2007).

Figura 2. Estructuras que contienen actina. (Alberts, 2006)
A. En el corazon de las microvellosidades y en la red apical.
B. En la corteza celular, formando las fibras llamadas de estrés y en las microespiculas.
C. En el extremo lider de las células en movimiento.

D. En el anillo contractil que separa las células después de la mitosis.

Polimerizacion de la actina

Los mondmeros de actina se polimerizan en un proceso dependiente de ATP para formar
filamentos, que constan de dos protofilamentos enrollados helicoidalmente uno sobre otro para
constituir la estructura bésica del filamento de actina. La polimerizacién estd regulada por una

serie de proteinas dentro de las que cabe destacar el sistema formina-profilina. Los filamentos



de actina son elementos polarizados con un extremo de mayor polimerizacion (extremo mas) y

otro de menor polimerizacion (extremo menos). (Borisy, 2000; Prados, 1998).

Nucleacion de la actina

Para la formacién de los filamentos de actina se requiere la formacién de oligdmeros que
actian como nucleos de polimerizacion. (Pollard, 2003; Ruel, 2003). Existen proteinas
relacionadas a actina (Arp) que se asocian con otras proteinas para formar el complejo Arp2/3
que actia como nucleo para la formacién de filamentos mediante su activacion a través de
factores de nucleacion como son WASP y Cdc42. Estos complejos pueden unirse a los lados
de filamentos ya existentes y polimerizar formando ramificaciones. (Mazura, 2010; Johnsson,

2010).

Proteinas de Union a Actina (ABP por sus siglas en inglés)

Las ABPs son una serie de proteinas que interactian con actina de forma directa o indirecta
regulando su actividad, presentan una gran diversidad no sélo en sus estructuras sino también
en sus mecanismos de accion, entre ellas se tiene a profilina y timosina encargadas de la
dindmica de polimerizacién y despolimerizacion, la fimbrina, villina, fodrina, filamina y
actina o promueven los enlaces entre diferentes microfilamentos, las integrinas y cadherinas
median la interaccion de los filamentos de actina con las membranas celulares y la familia de
las miosinas que funcionan como motores. (Matas, 2005); la gelsolina corta y forma una
caperuza en el extremo impidiendo su crecimiento o disociacién y la tropomiosina que se une
lateralmente a los filamentos impidiendo su despolimerizacion. (Roman, 2008, Johnsson,

2010).

MICROTUBULOS

Son filamentos tubulares huecos, se encuentran en casi todas las células eucariotas, forman
parte de muchas estructuras diversas, como el huso mitético de las células que se dividen y el
centro de cilios y flagelos. Tienen un didmetro externo de 25 nm y pueden extenderse a lo
largo y ancho de la célula. Estan formadas por dos subunidades de proteinas llamadas
tubulinas (o0 y B) que se autoensamblan para originar los microtibulos en un proceso

dependiente de GTP, originando estructuras helicoidales de 13 protofilamentos (Fig. 3). Un



extremo se conoce como extremo mds (de crecimiento rapido) y el extremo contrario es el
menos (de crecimiento lento). La polaridad estructural de los microtibulos es un factor
importante en el crecimiento de estas estructuras y su capacidad para participar en actividades
mecdnicas dirigidas. (Sulimenko, 2006). Su funcién estd en relacién con la forma de algunas
prolongaciones o protuberancias celulares (axones, dendritas y axopodios), en la divisién de la
célula y en el transporte intracelular son el riel sobre el cual las proteinas motoras transportan

vesiculas y moléculas grandes. (Paniagua, 2007; Gonc, 2006).

Centro organizador de microtubulos (MTOC).

Es uno de los organelos centrales en el funcionamiento de las células animales y fungicas. La
matriz del centrosoma es la responsable de la nucleacién y anclaje de los microtibulos, y es
considerado el mayor centro organizador de microttibulos, lo cual se debe a las proteinas que
lo forman. La composicion proteica de la matriz centrosomal es s6lo parcialmente conocida e
incluye una forma especial de tubulina llamada y tubulina (la cual puede interactuar con los
dimeros de tubulina a y ). La y tubulina junto con otras proteinas forma el complejo anillo de
v tubulina que actia como nucleador para la polimerizacién de los microtibulos desde el

centrosoma (Kharchenko, 2007; Gerashchenko, 2009).
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Figura 3. Estructura de los microtibulos (Alberts, 2008)



Proteinas asociadas a los Microtiabulos (MAP).

Las MAPs colaboran en el ensamblaje de los dimeros para formar microtibulos, también
participan en la estabilizacion y en su relacién con los microtibulos adyacentes. Cada proteina
tiene un dominio por el que se une al microtibulo (contribuyendo a su estabilidad) y otro por
el que se puede unir a otro componente citoesquelético o estructura citoplasmatica. (Paniagua,
2007; Cross, 1993).

Las MAPs se clasifican en dos grupos, segin su peso molecular: 1) De alto peso molecular, las
MAP 1 comprenden tres proteinas diferentes, las MAP 2 se encuentran en el cuerpo celular y
dentritas de neuronas donde estdn asociadas con filamentos intermedios, las MAP 4 aparecen
en la mayoria de las células estabilizando los microtibulos. 2) De bajo peso molecular o
proteinas tau, su proporcidn es una proteina tau por cada seis tubulinas, se encuentran también
en el axén de neuronas y establecen uniones entre microtibulos. Otras proteinas relacionadas
con los microtubulos son las proteinas motoras cinesina y la dineina que facilitan el
movimiento intracelular desplazando cargas hacia el extremo mds (cinesinas) 0 menos
(dineinas) de los microtibulos, mismos que son utilizados como rieles. Ademds existe un tipo
especial de dineina que conforma el esqueleto central (axonema) de los cilios y flagelos

(Paniagua et.al, 2007).

Proteinas que favorecen la despolimerizacién de microtabulos

Las proteinas catanina y catastrofina tienen actividad ATPasa. La catanina se une al extremo
menos y despolimeriza a los microtibulos de neuronas y en la que tiene lugar en los polos de
huso durante toda la mitosis. La catastrofina se une al extremo mas, desde donde separa los

protofilamentos. (Alves, 1993; Paniagua, 2007).

FILAMENTOS INTERMEDIOS

Los filamentos intermedios (FI) tienen un alto grado de fuerza de tensién y su funcidon
principal consiste en conferir resistencia a las células contra el estrés mecanico asociado con el
estiramiento. Estos filamentos se denominan “intermedios” porque su didmetro (alrededor de
10 nm) se encuentra entre el de los filamentos delgados de actina y los filamentos mas gruesos
de miosina de las células musculares lisas. Se esparcen por el citoplasma de una gran variedad

de células animales y a menudo se conectan con otros tipos de filamentos del citoesqueleto por



medio de puentes de una proteina alargada llamada plectina que puede encontrarse en varias
isoformas. Cada molécula de plectina tiene un sitio de unioén para un filamento intermedio en
un extremo y, segun la isoforma, un sitio de unién para otro filamento intermedio, un

microfilamento o un microtibulo en el otro extremo. (Alberts, 2006; Karp, 2005).

Ensamble y arquitectura del filamento intermedio

La organizacién de los filamentos intermedios (fig. 4) comienza con la formacién de dimeros
proteicos. Dos proteinas se asocian de forma paralela, es decir, con los extremos amino y
carboxilo hacia el mismo lado para formar un dimero, dos dimeros se asocian de forma
antiparalela para dar un tetrdmero, los tetrdmeros se asocian cabeza con cola para dar largas
fibras que ademads, se asocian lateralmente para dar un protofilamento, Cuatro protofilamentos
enrollados helicoidalmente sobre si mismos, originan protofibrillas, la asociacién de 4
protofibrillas produce finalmente un filamento intermedio. (Alberts, 2006). A diferencia de los
filamentos de actina y los microtibulos, los FI nos tienen polaridad y sus unidades

estructurales no son proteinas globulares sino filamentosas.
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Figura. 4 Ensamble y arquitectura los filamentos intermedios (Karp, 2005)



Clasificacion de los filamentos intermedios
Existe una familia de proteinas que pertenecen a los FI y que se clasifican en citoplasmaticos
(queratinas, vimentinas y proteinas relacionadas, y neurofilamentos) y nucleares (ldminas

nucleares). En la figura 5 se presenta la clasificacién de los FI y ejemplos de su localizacion.

FILAMENTOS INTERMEDIOS

CITOPLASMATICOS NUCLEARES

QUERATINAS v ME:E:i?]E::EI:I R NEUROFILAMENTOS LAMINAS NUCLEARES
i

ENEL EPITELIO EN EL TE)JIDO CONECTIVO, EN LAS CELULAS EN TODAS LAS CELULAS
CELUL.‘:\S MUSCULARES Y NERVIOSAS NUCLEADAS
CELULAS DELA ’

NEUROLOGIA

Figura 5. Clasificacion y localizacion de los filamentos intermedios.

ALTERACIONES DEL CITOESQUELETO

¢ Degeneracion general del citoesqueleto:
En el encéfalo de pacientes con enfermedad de Alzheimer se forman ovillos de degeneracion
neurofibrilar, que contienen proteinas asociadas a microtibulos (llamadas proteinas tau) y
otras asociadas a neurofilamentos. Se desintegra el citoesqueleto neuronal.

® Microfilamentos
Las citocalasina B impide la polimerizacion de los filamentos de actina.
La faloidina (del hongo Amanita phalloides) impide la despolimerizacion de los filamentos
actina.

¢ Microtibulos
La colchicina y los alcaloides de Vinca impiden el ensamblaje de los microtubulos.
El sindrome del cilio inm6vil se debe a ausencia de brazos de dineina en los dobletes ciliares.
Los cilios del tracto respiratorio y los espermatozoides son inméviles.
Otros defectos en los cilios (ausencia de par central o de radios) también impiden la motilidad

ciliar y causan el mismo efecto.



¢ Filamentos Intermedios
En el humano més de 50 enfermedades estdn asociadas con mutaciones en los genes que
codifican los filamentos intermedios. En particular modificaciones de las Queratinas provocan
graves enfermedades de la epidermis:
Epidermolisis Bulbosa. Producida por la falta o defecto de las queratinas 5 6 14. Se observa
la citolisis del estrato basal y formacion de ampollas.
Hiperqueratosis Epidermolitica. Producida por la falta o defecto de las queratinas 1 6 10. Se
observa citolisis y engrosamiento de los estratos espinoso y corneo.
Queratoma Epidermolitico Palmoplantar. Producida por la falta o defecto de la queratina 9.
Es una variante de la enfermedad anterior pero ubicada exclusivamente en la palma de la
mano y planta del pie.
Proliferacion excesiva de neurofilamentos se observa en neuronas motoras espinales y
corticales en enfermedades neuromusculares degenerativas como la esclerosis lateral
amiotrdfica y la atrofia muscular espinal infantil (enfermedad de Werdnig).
Filamentos de desmina alterados aparecen en cardiopatias congénitas.
Proliferacion excesiva de vimentina se observa en el cristalino de ratones transgénicos con

cataratas. (Paniagua, 2007)

ESTUDIO DEL CITOESQUELETO

El citoesqueleto es uno de los temas que se estudian de manera mds activa en la biologia
celular actual debido al desarrollo de técnicas que permiten buscar una estrategia morfoldgica,
bioquimica y molecular coordinada para conocer su estructura en condiciones normales, asi
como la funcién de cada uno de sus componentes. Como resultado se sabe mucho de las
familias de proteinas que conforman el citoesqueleto, su organizacion, sus actividades
motrices y su dindmica. Para el estudio del citoesqueleto se utilizan algunas técnicas como: la
microscopia de fluorescencia, el uso de la video microscopia y los rayos laser para pruebas de
motilidad in vitro, y el uso de células con expresion genética alterada. (Diéguez, et.al. 2008).
Estos avances en la tecnologia han tenido gran impacto en la observaciéon de organismos
procariotas y eucariotas. (Ramos, 2008; Lépez, 2006).

Las técnicas de cultivo celular se han convertido en herramientas fundamentales para la

investigacion bdsica y aplicada, por lo que las lineas celulares son objeto de un intenso
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estudio, abarcando diversas disciplinas como la inmunologia, virologia, biologia celular,

biologia molecular, ingenieria genética y farmacologia. (Molina, 2004; Boccaccio, 2007).

Estudio del citoesqueleto por medio de la técnica de inmunofluorescencia.

Se refiere a un conjunto de técnicas empleadas para la deteccion de un antigeno en células o
tejidos, mediante el uso de fluorocromos conjugados a anticuerpos, las mds utilizadas son:
Inmunofluorescencia Directa e Indirecta. (Alberts, 2008; Roitt, 2000).

El método directo se basa en que el anticuerpo primario es acoplado a un fluorocromo y
pueden detectarse diferentes antigenos.

En el método indirecto, se afiade primero un anticuerpo primario sin marcar contra el
antigeno; posteriormente se afiade un anticuerpo secundario marcado contra el anticuerpo
primario.

Los pasos a realizar en una técnica de inmunofluorescencia indirecta son: Fijacion,
permeabilizacién, bloqueo de uniones inespecificas, anticuerpo primario, anticuerpo

secundario y montaje. (Arrate, 2003)

Fijacion

El proceso de fijacién ha de cumplir un doble objetivo: conservar la estructura intracelular lo
mads intacta posible y la del antigeno, que ha de seguir siendo reconocido por el anticuerpo.
Por lo tanto, es un método destinado a facilitar la obtencion de preparaciones duraderas que
conserven su estructura morfoldgica y quimica. Y que permita realizar posteriormente, los
procedimientos de marcaje, identificacion e interpretacion, que contribuyen al conocimiento
profundo de la morfologia, funcién y alteraciones en los diversos procesos patoldgicos.
Existen diferentes tipos de agentes fijadores, divididos basicamente en: solventes orgédnicos y
agentes entrecruzantes, estos también llamados fijadores que actian por reticularizacion de las
proteinas. (Arrate, 2003).

Algunos de los primeros procedimientos de fijacion consistian en una breve inmersion en
acidos o solventes orgdnicos como el alcohol. Los procedimientos actuales suelen comprender
aldehidos activos, particularmente el formaldehido, glutaraldehido y paraformaldehido, que
establecen enlaces covalentes con los grupos amino libres presentes en las proteinas y forman

puentes cruzados entre si y con las proteinas adyacentes. Esto da como resultado la formacion
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de una delgada malla que mantiene la estructura interna celular y la cohesion tisular. EIl
formaldehido se utiliza a concentraciones proximas al 4 %, es un fijador ampliamente usado
por la buena preservacion del tejido, actia como conservante, produce poca retraccion tisular,
es un buen fijador para lipidos, es compatible con la mayoria de las tinciones histoldgicas,
incluidas las de inmunocitoquimica e hibridacion de acidos ribonucleicos. Normalmente se usa
en solucion tamponada e isotonica. El glutaraldehido se usa a una proporcion de entre el 0,5 y
el 3 %, tiene una alta capacidad para preservar la estructura celular, por lo que es el fijador de
referencia para observacion de ultraestructuras celulares con el microscopio electrénico, pero
hay que tener cuidado con su baja penetracion tisular y puede producir retracciones. Se usa en
soluciones tamponadas isotonicas. El Paraformaldehido, se utiliza en concentraciones
proximas al 4%, es un fijador de membrana y componentes citoplasmaticos (Alzola, 2005).

El procedimiento de fijacidn es un factor muy importante para la visualizacién de las proteinas

al realizar ensayos de inmunofluorescencia (Javois, 1994; Riederer, 1989).

Mezclas fijadoras

La mayor parte de los procesos de fijacion usan distintas sustancias fijadoras, bien mezcladas
en solucion acuosa inicial o utilizadas sucesivamente en el tiempo. Con ello se aprovechan
las ventajas de cada una de ellas y se pueden contrarrestar sus desventajas. Hay multitud de
formas de usar los diferentes fijadores, tanto en sus componentes como en las proporciones
de éstos, dependiendo de las necesidades posteriores, es decir, qué tipo de tejido se desea
fijar y qué queremos ver de dicho tejido. Algunas de las mezclas que se utilizan en las
técnicas histologicas de rutina son las mezclas con formaldehido, glutaraldehido vy
paraformaldehido, por ejemplo, la solucién fijadora de Karnowsky que es una mezcla de
paraformaldehido 1% con glutaraldehido 1.5% més Cloruro de Calcio al 0.002 %, estas
mezclas se utilizan de acuerdo al tipo de tejido que se utiliza y también al tipo de técnica que

se realiza. (Ross, 2005)

Permeabilizacion
Tras la fijacién, la membrana plasmadtica debe ser tratada para permitir la tincién de
estructuras intracelulares (nucleo, citoplasma). Esto se consigue mediante el tratamiento con

disolventes orgdnicos o con detergentes que alteran la integridad de las membranas
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permitiendo la entrada de sondas fluorescentes o anticuerpos. Sin embargo estos deben ser
utilizados con precaucion ya que existen componentes intracelulares (proteinas de
citoesqueleto) que pueden ser extraidos mediante el tratamiento con detergentes a pesar que
han sido fijados. Por ello, es importante buscar el detergente mas suave y la concentracion
adecuada para que permita la entrada de una zona fluorescente sin afectar los componentes de
la célula. Principalmente se utilizan tres detergentes para realizar protocolos de tincidn: con
orden creciente de poder extractivo son la saponina, Tritéon X-100 y el SDS. El Tritén usado
en concentraciones comprendidas entre el 0.05 y el 1% es el mds usado para técnicas de
inmunofluorescencia ya que permeabiliza eficazmente las membranas celulares sin afectar las

interacciones proteina-proteina. (Montengua, 2009)

Bloqueo de uniones inespecificas

Este paso tiene la doble funcién de bloquear los radicales libres reactivos presentes en la
muestra, de manera natural o introducidos como consecuencia de la fijacién y saturar las
uniones de los anticuerpos con proteinas. (Arrate, 2003)

Los agentes bloqueantes que mads se utilizan son: la albumina de suero bovino (BSA),
ovoalbiimina, caseina (o una solucién de leche desnatada), gelatina o suero normal obtenido
de las especies del animal en el que se han obtenido los anticuerpos marcados con
fluorescencia. Las soluciones proteicas se suelen utilizar en concentraciones de entre el 1 y

10%. (Montengua, 2009)

Marcaje

Anticuerpo primario y secundario

Son las inmunoglobulinas presentes en el suero sanguineo y liquidos corporales que se unen
especificamente al antigeno. (Bengtsson, 2008; Roitt, 2000).

Son utilizados como herramientas para localizar antigenos especificos en las células ya que al
estar conjugados con algin fluorocromo, pueden ser detectados mediante el uso de
microscopios equipados con una fuente de luz que permita detectarlos, tal es el caso de los
microscopios de fluorescencia que proyectan una luz que excita a los fluorocromos, los cuales
fluorescen emitiendo luz a una longitud de onda diferente y que se puede observar como focos

luminosos en la muestra. Los tipos de fluorocromos son diversos y variados, entre ellos se

13



encuentra la fluoresceina y la rodamina. Cada fluorocromo tiene un espectro de emisién y
excitacion caracteristico. La longitud de onda de excitacion corresponde a la energia que
absorbe una sustancia, en este caso un fluorocromo, y la longitud de onda de emisién
corresponde a la energia que emite (que da una sefial), la fluoresceina se excita con luz azul a
490nm y emite a 514nm dando una sefial de color verde, la rodamina se excita con luz verde a

500nm y emite a 540nm dando una sefial de color rojo. (Roitt 1., 2000).

Faloidina

Es una micotoxina del grupo de las falotoxinas producida por el hongo Amanita phalloides, su
estructura es la de un heptapéptido biciclico, en la inmunofluorescencia se utiliza como un
marcador. La actividad de la faloidina depende de la concentracién en que se encuentra en las
células. A bajas concentraciones y en el citoplasma, agrupa la actina poco polimerizada o libre
y la agrega en pequefios polimeros, sin interferir con las fibras de estrés; a niveles mayores,
induce contraccion celular, se fija en los lados de los filamentos de actina y los estabiliza

notablemente. (Diéguez, 2008; Cooper, 1087).

En la bibliografia se reportan diferentes metodologias que permiten poner en evidencia uno o
varios de los componentes del citoesqueleto, sin embargo, cada uno de los autores emplea
diferentes tipos de fijadores y en diferentes condiciones. En trabajos realizados previamente en
el laboratorio se ha observado que no todos los fijadores permiten obtener buenas imédgenes al
emplear anticuerpos dirigidos contra las diferentes proteinas del citoesqueleto (Cortés, et.al.

2009).

Montaje

A la hora de elegir el medio de montaje adecuado a la preparacién hay que tener en cuenta
varios parametros: 1) el indice de refraccion del medio ha de ser equivalente al del medio de
inmersion del objetivo para evitar aberraciones esféricas. 2) debe tener el pH adecuado a la
emision Optima del fluorocromo que se esté utilizando. 3) se debe afiadir algin agente
antifadig (antidestefiimiento) que prevenga el decaimiento de la fluorescencia. 4) la
consistencia no debe afectar a la estructura de la muestra, los medios secos tienen el
inconveniente de que pueden aplastar la muestra, mientras que los medios acuosos pueden no

fijar bien el cubreobjetos. En caso de utilizar medios de montaje acuosos, es importante sellar
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bien las preparaciones para que no se muevan durante la observacion. El sellador mds
utilizado es la laca de unas. Después del montaje, en caso de que las muestras no puedan ser
observadas en ese momento las muestras deben almacenarse a 4°C protegidas de la luz para

maximizar la vida de la fluorescencia. (Montengua, 2009)
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OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio comparativo de diferentes métodos de fijacion mediante la técnica de

inmunofluorescencia indirecta de doble marcaje para observar los elementos del citoesqueleto

en cultivos celulares.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Estandarizar el cultivo de las lineas celulares PK-15 y VERO en relacién con su
apariencia.

Realizar los métodos de fijacion empleando los siguientes reactivos:
paraformaldehido, paraformaldehido-glutaraldehido, glutaraldehido, formaldehido
y fijador de Karnowsky, variando concentraciones y tiempos en cada fijador.
Mediante la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta de doble marcaje utilizar
anticuerpos dirigidos contra Actina, Tubulina y Vimentina

Hacer la valoracion morfolégica de la integridad de los componentes celulares
Actina, Tubulina y Vimentina, utilizando un microscopio de fluorescencia,

registrando los resultados con ayuda de cdmara digital.
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HIPOTESIS
El tratamiento con diferentes fijadores variando concentracién y tiempos y usando mezclas,

dard como resultado la distincién de las proteinas de citoesqueleto, observando de mejor o

menor calidad su integridad.
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JUSTIFICACION

En trabajos previos en el laboratorio de morfologia veterinaria y biologia celular, para el
estudio de las técnicas de inmunofluorescencia se han utilizado diferentes fijadores para poder
evidenciar los componentes del citoesqueleto de diversas lineas celulares, sin embargo estos
procedimientos de fijacion no se habian realizado con tantas variaciones.

Con la finalidad de encontrar el fijador adecuado, su concentracion y tiempo de fijacion, y
evitar invertir tiempo previo a las experimentaciones posteriores, se propuso hacer estos
ensayos y asi estandarizar las condiciones de fijacién bajo las cuales se obtiene la

visualizacion 6ptima de dichos componentes.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos
Los fijadores utilizados fueron: paraformaldehido 1 y 4%, glutaraldehido 1 y 4%,
formaldehido 3.7%, solucién de paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1% vy fijador de
Karnowsky (paraformaldehido 1%, glutaraldehido 1.5% vy cloruro de calcio 0.002 %) (J. T.
BAKER).

Anticuerpos (Acs)

Los anticuerpos primarios (Ac) usados en este estudio fueron: Ac Policlonal IgG anti-tubulina
y Ac Policlonal IgG anti-vimentina (ZYMED), ambos producidos en ratén y como Ac
secundario se utiliz6 un Ac Policlonal IgG cabra anti-raton conjugado con fluoresceina (Santa
Cruz Technology). El citoesqueleto de actina fue marcado con faloidina conjugada a rodamina

(Sigma-Aldrich).

Mantenimiento de lineas celulares

En el presente trabajo se utilizaron células PK-15 provenientes de células epiteliales de rifion
de cerdo (ATCC-CCL33, Rockville, MD, USA) y VERO provenientes de células epiteliales
de rifién del mono verde (ATCC-CCL81, Rockville, MD, USA), las cuales se pusieron en
crecimiento utilizando medio de cultivo DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y penicilina (100 UI/mL),
estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco). Las células fueron crecidas en cajas para cultivo celular
de 90 mm (Corning, NY) y mantenidas en una incubadora a 37°C en atmédsfera himeda con
5% de CO2.

Las células eran cultivadas hasta obtener un crecimiento con un 80% de confluencia, momento
en el cual se hacia un pase celular, que consistia en desechar el medio de la caja, se agregaba
0.5 ml de una solucién de tripsina 0.5% y EDTA 0.53mM, se incubaban durante 5 minutos o
hasta que las células se observaran separadas, por pipeteo se despegaban las células de la caja
y se dividian en 3 cajas, a las que se les agregaban 10 mL de medio DMEM suplementado con

5% de SFB y antibidticos.
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Técnica de inmunofluorescencia indirecta de doble marcaje

Se colocaron 8 cubreobjetos de 18 mm (previamente esterilizados por calor himedo) en el
fondo de una caja de cultivo, haciendo la siembra de células para permitir su propagacion
sobre ellos. Una vez que tuvieron la confluencia de 40 6 50% en cada cubreobjetos, se retird el

medio de cultivo y se procedi6 a fijarlos. Las soluciones fijadores utilizadas se anotan en la

tabla 1.

Tabla 1. Fijadores utilizados y concentraciones empleadas.

FIJADORES CONCENTRACION
Paraformaldehido 1%, 4%
Glutaraldehido 1%, 4%
Paraformaldehido-Glutaraldehido 4% (paf); 1% (gluta)
Formaldehido 3.7%
Karnowsky 1X

Los cubreobjetos se incubaron en cada una de las soluciones fijadores a los tiempos de: 5, 20,
60 y 120 minutos. Posteriormente fueron permeabilizadas con Tritén-X100 al 0.1% en PBS
durante 5 minutos y se bloquearon con albimina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS durante
30 minutos. Después se agregaron los anticuerpos primarios, anti-tubulina (en dilucién 1:100
en PBS) o anti-vimentina (en dilucién 1:10 en PBS), se incub6 en camara himeda a 4°C toda
la noche, al siguiente dia se agregé el anticuerpo secundario policlonal IgG cabra anti- ratén
(en dilucién 1:20 en PBS) y se incubé 2 horas a temperatura ambiente. En seguida se marco la
actina con faloidina rodaminada (en dilucién de 1:150 en PBS) y se incubd por 20 min a
temperatura ambiente. Después de cada paso las muestras se lavaron 3 veces en PBS y el
ultimo lavado se hizo con agua desionizada. Finalmente, las muestras se montaron agregando
solucién para montaje (Ultra Cruz™) sobre el portaobjetos, se colocaron los cubreobjetos con
la preparacion, se permitid que la soluciéon para montaje difundiera y se eliminaron las
burbujas. Se dejaron secar por 30 a 60 minutos y se almacenaron a 4°C. (Garcia, 2001; Muiiiz,
2005).

Las muestras fueron analizadas con un microscopio de fluorescencia ZEISS AXIOSKOP 40
Nr 3311000009; ldmpara HBO 50/Ac mbq 52 ac. Las imdgenes fueron capturadas con la
camara Evolution VF cooled color Media Cybernetics SN: Q25079; con el programa

QCapture Pro 6.0. *Las muestras se manejaron por duplicado.
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RESULTADOS

Se realiz6 el ensayo de inmunofluorescencia indirecta de doble marcaje en dos lineas
celulares: VERO y PK-15 para visualizar tubulina-actina y vimentina-actina, utilizando
distintos fijadores a diferentes concentraciones y tiempos (ver método, tabla 1), haciendo una
valoracion de:

1. Integridad de la célula (estructura general de la célula).

2. Integridad del citoesqueleto (estructura particular de los filamentos).

3. Fondo (presencia de fluorescencia no especifica).
Calificando en porcentaje de acuerdo a la valoracion observada, 100% si se observan los tres
parametros valorados, 65% si se observan dos, 35% si se observa uno y 0% si no se observa
ninguno. A continuacién se presenta una muestra representativa de diferentes preparaciones

que ejemplifican estos pardmetros.
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Figura 6. Inmunofluorescencia de células VERO y PK-15; A) Células PK-15 sin fluorescencia fijadas con mezcla de
paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1% durante 20 minutos; B) Células VERO sin fluorescencia fijadas con

paraformaldehido 4% durante 5 minutos

En las preparaciones mostradas en la figura 6 se visualiza la integridad de la célula (estructura

general de la célula).
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CELULAS PK-15

--

CELULAS VERO

Figura 7. Inmunofluorescencia de células VERO y PK-15; A) Vimentina de células PK-15 fijadas con glutaraldehido
4% durante 20 min; B) Filamentos de Actina de células PK-15 fijadas con paraformaldehido 4% durante 20 minutos;
C) Vimentina de células PK-15 fijadas con paraformaldehido 1% durante 5 min; D) Microtibulos de células VERO
fijadas con glutaraldehido 1% durante 5 min; E)Filamentos de Actina de células VERO fijadas con formaldehido

3.7% durante 5 min; F) Vimentina de células VERO fijadas con solucion de Karnowsky durante 60min.

En las preparaciones mostradas en la figura 7 en (A, B, D y E) se visualizan los tres
parametros, en (C y F) solo se visualizan dos pardmetros: la integridad de la célula (estructura
general de la célula) y el fondo (presencia de fluorescencia no especifica), en el cual se

observa que no presentan fluorescencia no especifica.

-

Figura 8. Inmunofluorescencia de células PK-15; A) Microtibulos y B) Filamentos de Actina de células fijadas con
paraformaldehido 4% durante 120 minutos; C) Vimentina y D) Filamentos de Actina de células fijadas con
glutaraldehido 1% durante 60 minutos; E) Microtiibulos y F) Filamentos de Actina de células fijadas con mezcla de

paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1% durante 20 minutos.
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Figura 9. Inmunofluorescencia de células VERO; A) Microtiibulos y B) Filamentos de Actina de células fijadas con

mezcla de paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1% durante 20 minutos; C) Microtibulos y D) Filamentos de

Actina de células fijadas con paraformaldehido 4% durante 20 minutos; E) Vimentina y F) Filamentos de Actina de

células fijadas con solucion de Karnowsky durante 120 minutos.

Tabla 2. Resultados representativos de las preparaciones realizadas para las células PK-

15y VERO (Figuras 8 y 9).

Linea Fijador, concentracion y Parametros Porcentaje (%)
celular Tiempo
(A y B) paraformaldehido 4%, | (A y B) Integridad de la | A) 65%
120 minutos. célula y Fondo. B) 65%
PK-15 (C y D) glutaraldehido 1%, 60 | C) Integridad de la | C)65%
Figura 8 minutos. célula y Fondo. D) 100%
(E y F) mezcla de | D) Los 3 pardmetros. E) 65 %
paraformaldehido 4% con | (E y F) Integridad de la | F) 65 %
glutaraldehido 1%, 20 minutos. célula y Fondo.
(A y B) mezcla de|(A y B) Los 3]|A)100%
paraformaldehido 4% con | pardmetros. B) 100%
VERO glutaraldehido 1%, 20 minutos. (C y D) Los 3]|C) 100%
Figura 9 (C y D) paraformaldehido 4%, 20 | pardmetros. D) 100%
minutos. (E y F) Los 3]|E)100%
(E y F) Karnowsky 120 minutos | pardmetros. F) 100%

23



En las tablas 3 a 6 se presentan los resultados obtenidos en las células PK15 y VERO en

experimentos de IFI de doble marcaje para identificar microtibulos o vimentina junto con

actina, utilizando los fijadores glutaraldehido (1% 6 4%), paraformaldehido (1% 6 4%),

formaldehido (3.7%), mezcla de paraformaldehido (4%) més glutaraldehido (1%) y solucién

de Karnowsky (paraformaldehido 1% con glutaraldehido 1.5% mds Cloruro de Calcio al 0.002

%). Los tiempos de incubacion empelados para cada fijador fueron de 5, 20, 60 y 120 min. En

cada caso se hizo la evaluaciéon tanto de: 1) Integridad de la célula, 2) Integridad del

citoesqueleto y 3) La presencia de fluorescencia inespecifica. Calificando en porcentaje de

acuerdo a la valoracién observada.

Tabla 3. Resultados de las células PK-15 para la marca de microtibulos-actina

FIJADOR MICROTUBULOS (TUBULINA) FILAMENTOS DE ACTINA
TIEMPOS (MIN) | 5 20 60 120 5 20 60 120
Glutaraldehido 1% 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 65%
Glutaraldehido 4% 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 100% | 100% | 65%
Paraformaldehido 1% 65% | 65% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | g5q,
Paraformaldehido 4% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Formaldehido 3.7% 65% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Mezcla 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Karnowsky 1X 65% | 65% | 100% | 100% | 65% | 100% | 100% | 100%

(100%) Cumpli6 con 3 pardmetros, (65%) cumpli6 con 2 parametros, (35%) cumplié con un

parametro y 0% no cumplié con ninguno.

Tabla 4. Resultados de las células PK-15 para la marca de Vimentina-actina

FIJADOR VIMENTINA FILAMENTOS DE ACTINA
TIEMPOS MIN) | 5 20 60 120 5 20 60 120
Glutaraldehido 1% 65% | 65% | 65% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Glutaraldehido 4% 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 65% | 65%
Paraformaldehido 1% 100% | 65% | 100% | 65% | 65% | 100% | 100% | 100%
Paraformaldehido 4% 100% | 65% | 100% | 65% | 100% | 100% | 100% | 100%
Formaldehido 3.7% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Mezcla 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 100% | 100% | 100%
Karnowsky 1X 100% | 100% | 100% | 100% | 65% | 100% | 100% | 100%

(100%) Cumpli6 con 3 pardmetros, (65%) cumpli6 con 2 parametros, (35%) cumplié con un

parametro y 0% no cumplié con ninguno.
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Tabla 5. Resultados de las células VERO para la marca de microtabulos-actina

FIJADOR MICROTUBULOS (TUBULINA) FILAMENTOS DE ACTINA
TIEMPOS MIN) | 5 20 60 120 5 20 60 120
Glutaraldehido 1% 65% | 65% | 100% | 100% | 65% | 65% | 100% | 100%
Glutaraldehido 4% 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 65%
Paraformaldehido 1% 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 100% | 100%
Paraformaldehido 4% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Formaldehido 3.7% 65% | 100% | 100% | 65% | 100% | 100% | 100% | 100%
Mezcla 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Karnowsky 1X 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 100% | 100%

(100%) Cumpli6 con 3 pardmetros, (65%) cumpli6 con 2 parametros, (35%) cumplié con un

parametro y 0% no cumplié con ninguno.

Tabla 6. Resultados de las células VERO para la marca de vimentina-actina

FIJADOR VIMENTINA FILAMENTOS DE ACTINA
TIEMPOS MIN) | 5 20 60 120 5 20 60 120
Glutaraldehido 1% 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 100%
Glutaraldehido 4% 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 100% | 100%
Paraformaldehido 1% 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 100%
Paraformaldehido 4% 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Formaldehido 3.7% 100% | 65% | 100% | 65% | 100% | 100% | 100% | 100%
Mezcla 65% | 65% | 65% | 65% | 100% | 100% | 100% | 100%
Karnowsky 1X 65% | 100% | 100% | 65% | 100% | 100% | 100% | 100%

(100%) Cumpli6 con 3 pardmetros, (65%) cumpli6 con 2 parametros, (35%) cumplié con un

pardmetro y 0% no cumplié con ninguno.
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DISCUSION

En este caso, se trabajaron fijadores y tiempos de incubacién para observar la marca de
tubulina y actina; vimentina y actina en la misma preparacién. Utilizar diferentes fijadores y
tiempos de fijaciébn es muy importante para preservar los constituyentes celulares lo mas
intactos posible. (Arrate, 2003; Riederer, 1989). Estudios realizados por otros autores se
enfocaron en la identificacién de otras proteinas como queratinas, gelsolina WASP y ARP2/3,
donde utilizaron paraformaldehido 3%  (Guttman, 2002; Lu, 1997; Casais, 2008),
glutaraldehido 2.5% (Weber, 1978) y formaldehido 3% (Aurora, 1999) obteniendo buenos
resultados y demostrando que estos fijadores se pueden utilizar a diferentes concentraciones.
También es importante considerar la temperatura ambiente y el manejo post-fijacion de las
muestras (Larsson, 1988). En otros modelos de estudio donde se pretendié extraer el contenido
lipidico de las células, asi como, la visualizacién de microtibulos utilizando metanol, acetona
en frio y paraformaldehido 4%, obtuvieron como resultado que, el metanol y la acetona en frio
resultaron muy agresivos para la extraccion del contenido lipidico, pero el paraformaldehido
4% no, sin embargo, para la visualizacién de microtibulos no fue el mas adecuado, pues no
permitié visualizar con claridad a estos. (Deanna, 2003; Thompson, 1984).

Los resultados obtenidos en este trabajo al fijar células con un solo fijador como
glutaraldehido 1 y 4% solo permiti6 la visualizacion de la marca de actina, (no en todos los
tiempos de fijacion), pero no se observaron microtibulos ni vimentina, sin embargo en ambas
lineas (VERO y PK-15) la integridad de estas no se visualizo y con paraformaldehido 1% solo
permitié la visualizacién de la marca de vimentina en las dos lineas celulares. Aunque el
paraformaldehido 4% result6 uno de los mejores fijadores en algunas preparaciones no se
observaron ambos marcajes, pues cuando se visualizaron microtibulos, la actina no se
visualizé y viceversa, o habia marca de actina y microtibulos un poco apagada. Vimentina se
marcé un tanto apagada, sin embargo la actina (de esa preparacidon vimentina-actina) si se
visualizo. El glutaraldehido no se considera muy adecuado en ensayos de
inmunofluorescencia, debido a que este incrementa la autofluorescencia, sin embargo a bajas
concentraciones (0.5%) permite la visualizacién de microtibulos, pero en ensayos de
microscopia electronica da mejores resultados. (Weber, 1978). Por otra parte la fijaciéon con

formaldehido 3.7 % permitié la visualizacion de los filamentos de actina y tubulina pero no de
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vimentina. Se ha reportado que al utilizar un solo fijador es mds frecuente que se provoquen
cambios conformacionales en las proteinas y/o bloquean el acceso del reactivo con los
epitopos antigénicos logrando asi falsos negativos. El formaldehido no conserva microtibulos
en gran cantidad, sin embargo, a veces es necesario el uso de formaldehido y aceptar la
morfologia de los microtibulos en poca cantidad. (Javois, 1994).

Los fijadores anteriores han sido probados en muchas combinaciones, algunas han demostrado
ser excelentes fijadores como es en el caso de la mezcla paraformaldehido 3% con
glutaraldehido 1% en tiempos de 20 y 60 minutos de fijacion (Cortés, 2009; Martinez, 1987) y
con la mezcla paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1% en tiempos de 20 minutos en este
trabajo, sin embargo, es importante mencionar que la misma mezcla con un tiempo de fijacion
de 5 minutos y 120 minutos no permitié visualizar la marca de microtibulos pero si la de
actina, no siendo igual con vimentina pues en ese caso solo se observé la marca de actina en
los cuatro tiempos, igual que los resultados obtenidos con la mezcla de la solucién de
Karnowsky en sus diferentes tiempos solo se visualiz6 la marca de actina, reafirmando la idea
de que el tiempo de fijacion y el tipo de fijador si influye para la adecuada observacion de las
proteinas celulares.

Se ha observado que son multiples los factores que pueden afectar la visualizacion de las
proteinas en ensayos de inmunofluorescencia, como la preservacion de la estructura celular,
las propiedades de las distintas proteinas del citoesqueleto, los anticuerpos que se utilizaran,
soluciones y detergentes que pueden afectar dramdaticamente la preservacion de células, y el
hecho de que algunos anticuerpos se unen al antigeno s6lo en condiciones de fijacién
especifica, que hasta el momento no se ha logrado entender con certeza el mecanismo por
medio del cual los fijadores influyen sobre la visualizacién de las proteinas (Bowers, 1988;
Hyat, 1981; Chao-Kuen, 2008). En diversos estudios se hacen pruebas con diferentes
anticuerpos policlonales, monoclonales y mezclas de ellos, en donde demuestran las ventajas y
desventajas de cada uno, poniendo en evidencia la fijacion como un factor crucial, debido a
que hay algunos fijadores que interfieren en la inmunorreactividad de la mayoria de los

anticuerpos. (Thompson, 1984).

Este trabajo se realiz6 con la finalidad de encontrar las condiciones Optimas de fijacion para la

visualizacién de algunas de las proteinas del citoesqueleto, sin embargo, al observar las tablas
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se puede notar la gran variacién que existe en los resultados para cada linea celular

dependiendo del fijador empleado y de los tiempos de incubacion utilizado.

Cabe mencionar que en todos los casos la integridad de la célula, asi como el fondo (no hubo
fluorescencia inespecifica) se visualizo adecuadamente, en algunos casos aunque se
visualizaban las marcas de microtubulos o vimentina con actina estas no eran muy claras como
en otras preparaciones o simplemente no se marcaron, por lo que a ninguna preparacion se le

califico con 35% y 0%.
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CONCLUSIONES

a) La estandarizacion del cultivo de las lineas celulares PK-15 y VERO permite visualizar
una buena apariencia en las células y mantener una confluencia del 80% para su

manipulacién

b) El utilizar diferentes fijadores y mezclas de estos variando los tiempos y
concentraciones de fijacion permite encontrar el fijador adecuado para cada linea

celular.

c) Es importante mantener en estrictas condiciones tanto de almacenamiento como las
diluciones adecuadas de los anticuerpos primario y secundario, asi como la faloidina

rodaminada para lograr un buen marcaje de las proteinas en cuestion.

d) Al hacer la comparaciéon de estos fijadores se pueden visualizar los elementos del
citoesqueleto de las células VERO con los fijadores paraformaldehido 4% durante 5 y
20 minutos, formaldehido 3.7% durante 20 y 60 minutos y la mezcla de
paraformaldehido 4% con glutaraldehido 1% durante 20 minutos. Mientras que para
las células PK-15 se pueden visualizar las marcas de los filamentos de actina con
glutaraldehido 1% durante 20 minutos, paraformaldehido 4% en 20, 60 y 120 minutos,
formaldehido 3.7% en todos los tiempos y vimentina con paraformaldehido 1%

durante 5 minutos.

De acuerdo a las predicciones se encontré que para las células VERO permitié visualizar
principalmente la marca de microtibulos y actina, vimentina un poco apagada. Para las células
PK-15 y otras lineas celulares que se requiera de su andlisis se tendria que considerar repetir
estas variaciones o bien probar con los fijadores a esas concentraciones y tiempos que en este

trabajo permitieron la visualizacién de dichas marcas.
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