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I, INTRODUCCION

Uno de los primeros objetives que debe ser alconzade para
realizar estudios con el microspio elecirénico, es la preservacién
adecuada de las células y tejidos, mediante el proceso d=
fijacion. Lo colidad de la preservacidn del tejido depende, fun-
daomentalmente, del fijodor utilizado y de su formo de aplics-
cién. En lo ocuclidod se dispone de dos tipes de fjodores
excelentes para microscopio electrénica: el fetradxido de asmic
y ciertos aldehidos. Desde que Claude y Fullam, en 1948, pu-
blicaron sus observaciones con material fijade en tetradxido de
asmio, este fijoder ha sido utilizado universalmente por los micros-
copistas electrdnicos, Una de sus desvenfojos es el escaso poder
de penetracién, Recientemente Sobatinl y colaboradores (1942)
pusieron en bogo e uso de ciertos oldehidos, los cuoles preser-
van la estructura fima de los tejidos v la ectividad enzimatica, y
poseen un gran poder de penefracién en comparacién con los
soluciones de tetradxide de etmie ™ Lla combinacién aldehide-
osmic ha obierto nuevas perspectivas en la preservacion dptima
de los tefidos. Lo forma de hacer llegar el fijodor o los tejidas,
ho sido otro problema parcioimente solucionado con el uso de
lo técnico de perfusién vosculor, popularizada por Palay v cola-
borodores [1962); lo que determing ademés una preservocién mas
fisioldgica de células y tejidos . En el presente trabajo revisa-
remos el uso, en microseopia eleetrénica, de tres tipos de fijadores
guimices: tetrodxide de ssmie, aldehidos y permangonote. Las
microfotografios electrénicos que acompanan el presente estudio
y lo preparacién del maoterial respective, fueron realizadas pai
el outor en el Instituto de Investigocion Clinica de lo Facultad
de Medicina de lo Universidod del Zulia y en el Institute Vene-
zolano de Investigociones Cientificas.
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1, MODOS DE APLICACION DE LA SOLUCION FLIADCRA
Fijucién por inmersién.

Se recomienda lo fijacién del tejide dentro de los escosos
segundos o minutos gue siguen o la muerie del animol, o des-
pués del cese de lo circulocién, paro evitor los combios postmor-
tem o nivel celular v obtener una preservocion lo mds perfacta
posible. Sin smborgo, debemos tener presente gue de aocuerdo
o estudios realizodes con cultives celulares, lo muerte de la célulo
ocurre posteriormente o lo muerte del onimol. En 1962, o '* es.
tudié los combios postmortemn, a nivel submicroscopico, en hi
gado de ratos, por un periodo de 48 horos. Segin ito, después
de dos horos, no habio combios con relacién ol tejide fijodo de
inmadiate. En el tejido fijado después de 6 o 12 horos, observd re-
dondeamiento de las mitocondrios v distorsién de sus erestas.

A los 24 horas, observd mayor distorsion mitocondrial, v a
los 48 horos era dificil su identificacién. El complejo de Golgi
mostré vesiculizacion en pocas horos. Segin este trabojo parece
que no es fan importante, como se creio al principio, la fijacian
inmediata; pero, sin embargo, es deseable,

El tejide debe ser cortado en pequerios frogmentos, usondo
una hojilla de afeitar nueva, para evitar al minime la distorsign
durante el seccionamients, Se recomiendo colocar el tefide en uno
¢hpsulo de Pefri con uno copa de cern dental o de parafing, y
observar el seccionamiento medionte un microscopio estersosco-
pica, proviste de luz incidente. Se debe evitor en lo posible el
trauma mecanice (oplastamients, tironeamiento), durante la re-
duceidn a trozos finos, Deben cbtenerse blogues pequefos de te-
jide, de un 1 mm. de gresor ¥ 2-3 mm, de large; este tamano
estd en relacién con el escaso poder de penetracicn del tetrodxido
de osmio. Recuérdese que el coeficiente de difusidn para el tetra-
dxicda de esmio es 1.0, y paro el formoldehido es 3.4 Leos blo-
ques de tejides se trasladan mediante un palille o un gotera, al
frasco que contiene el fijodor. Cuando los frogmentos de tejido
van acompanados de liquido tisulor o songre, los cuales rapido-
mente toman el fijodor |especialments el fetrocxido de osmigl,
debe descartarse la solucion fijodora después de varios minutes
y restituirla por una solucidn fresca, Cuando se usa fijocidén pri-
maria con aldehides y secundario con Tefradxide de osmio, los



blogues de tejido pueden ser un peco mas grandes, debido o la
mayer penefracién de |os cldehides. Después de la fijacian por
aldehidos, el tejide puede ser seccionade en frogmentos mas fi-
nos parg su ulterior fijocion en osmio.

Fijacién de tejides in situ.

Les érganos o tejides de looalizacién superficial (piel, miscu-
los} pueden ser fijodes en el animal vivo, mientras la saongre
continda cirewlande o trovés de ellos. Es conveniente remover
previamente lo cdpsula de fejido conjuntive que los rodea, lo
cual constituye una barrera para el fijadeor. Schultz, Maynard y
Pease " remueven la piomodre poro obtener mejor preservacion
de la cortezo cerebral. Para fijor in situ estructuros localizodas
en el interior de los drganos {mucosa intestinal, vejiga urinaria,
retina), puede hacerse la inyeccién del fijador mediante una ca-
nula o directomente con uno jeringo. Debe establecerse, o clerta
distancia del sitic de inyeccidn, un drenaje paro el fijodor. El
contenido de drganos, tales comao el infestino y la vejigo, tiende
o tomar el fijader, En estos cusos es oconsejoble un enjuague vi-
goreso con suficiente cantidad de fijodor, Puede hocerse también,
fijacién del interior de drgonos previoments seccionados. Lo san-
bre debe removerse mediante enjuogues con el fijodor.

Tratamiente previe cen hialuronidasa,

Este procedimiente ** se utiliza cuando se desea fijor tejidos
cubiertos por fejido conjuntivo denso, que constituye una barrera
para |a fijacién per tetradxide de esmio, Se diluye una ampolla
de hioluronidosa liofilizode en 2-10 mi, de selucién salina. Esta
solucion se aplica tépicamente sobre el tejido; o pequedos trozos
de éste se sumergen durante unos cinco minutos en la solucién,
la hicluronidose actde despolimerizando los mucopolisacaridos
del tejido conjuntivo; pere es inoctivada rapidamente per los i-
quides biclégicos, especialmente por lo sangre, por lo que deben
hacerse enjuoges repetidos en las soluciones de lo enzima. Se-
gun Pallie y Pease, el trotamiente previe con hialuronidasa me-
jora considerablemente o preservecién In situ de los tejides,
facilitande la penetracién del tetraéxide de osmio. Los outores
na cbservaron efectos citolégicos adversos, provocades peor la
acclon de lo higlurenidasa
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Fijocién por perfusién vascular.

Esta téenica, ampliomente utilizodo en microcopio de luz ',
estd indicada cuando se trata de fijor tejidos o zonas de tejidos
de localizacién profundo; pora endurecer tejidos blandes de los
cuales se deseen ohtener trozos peguefios sin provocor dofio me-
canice; o para fijar tejidos sensibles a la onoxia y al trauma
mechnico, como el sisterma nerviose central. la  perfusion se
practica con éxito, especialmente cvondo se utilizon aoldehidos
romo fijadores primarios [Pease 1964, Schultz y Karlsson, 1956), y
se haee lo fijocidn secundaria per inmersidn en tetradxido de
Bsmio.

El equipo de perfusidn es similar al equipe de venaclisis.
Estd formade por un frasco que contiene el fijodor (Palay y co-
laberaderes utilizan un frasce tipe Dewar|, provisto de un siste-
ma de drendje (tubss de gama o de plastico] que termina en una
agujo de inyeccién o en uno pipeto de vidrio. Al animal, pre-
viamente anestesiodo, se le introduce una canulo en lo trdguec
y se le suministra respiracién artificial con carbdgenc [mezcla de
4% de oxigeno y 4% de didxido de carbono). Rapidamente
se abre el térax, se introduce la micropipeta en el ventriculo
izquierde del corazén y se hace pasar el fijador. Simultaneo-
mente se abre un ojal en la vena cova superior o en la ouriculo
derecha, pora establecer un sistema de drenaje y evitar la hiper-
presién en el érbol vascular, Lo perfusion se realiza hasta que
el liquide fijodor salgo clore; lo cuol indica que la sangre hao
sido totalmente desplozado por el liguide perfuser. Una des.
cripcién més detallada de la téenico de perfusidn vasculor serd
dode en un préximo trabojo”. Lo utilizacién de la téenica de
perfusién vascular fue puesta en boga per Palay y coloboradores
{1962, quienes utilizaron tetroéxide de osmis pars  perfundir
8l sistemao nervicso central de lo rata ™. Los autores realizon un
lavado previo del lecho vaseular mediante una solucion salina
balanceoda a pH 7.2 — 7.3, seguido por perfusién con solucian
de tetroéxide de osmio al 1% en solucién tampdn de acetato
de veronal (pH 7.3 = 7.4); con lo adicién de 0.5% de CoCl, poro
tratar de obtener una mejor preservocién de lo membrana celu-
lar. La fijocion del sistemo nervioso central lograda por Paloy y
coloboradores, cumple los requisitos exigidos paro uno  preser-
vacién satisfoctoria, de ooverdo con los criterios de fijocion con-
sideraodes por Palade 3. Un estudic detallado sebre lo fijacian
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del sisterna nerviose central por perfusién con aldehidos, ha side
recientemente publicade por Karlssen y Schultz ™ ¥, Estos outores
comparan el patrén ultraestructural observado en lo fijocidn con
aldehides con los resultades obtenidos por la perfusién directa
cen fetradxide de eosmio. los membranas celulares que apare-
cen asiméfricos en |a fijocién con tetradxido de osmio, son si-
métricas cuondo se fijan previamente con aldehides. El espacio
extracelular, observade siempre en la fijacién directa con tetra-
éxido de osmio, no se ve frecuentemente cuando se hace fija-
cién previa con aldehidos. Los autores destacan también dife-
rencias en lo mefodalogio de la técnica de perfusién en ambos
cases. Torack (1965), realiza la perfusién del sistema nervioso
central de ratas albings con glutaraldehido e hidroxiadipaldehi-
do ¥, encontrando un aumento del espocio extracelular en al te-
lide nervicso fijade con hidroxiadipaldehido. El autor atribuye
el hollazgo o un efecto quimico del hidraxindipaldehide sobre
la membrana celular o sobre las proteinas intracelulares.

Fijacién de tejides humanos.

El tejide humano, obtenido de material quirirgico o por
biopsio, puede ser excelentemente fijado por dioldehidas lespe-
cialmente glutaraldehidal; y, secundoriamente, por tetrodxide de
osmio. 5| el tejide esté hemorrdgico, es necesorio remaover el
exceso de sangre por lovados repefidos con fijador fresco. Pos-
teriormente se procede o uno diseccidn cidadosa y a reduelr
el moterial o frozes pequedos poro su fijocién con tetradxido
de osmio. Lla figura 7 muestra la preservacidén de una célula
nevroglial de lo cortezo cerebral humana [material patolégical,
utilizande la doble fijocién glutoraldehide-osmio.

Fijacién de cultives celulares y de suspensiones celulares.

Los medios de los cultives celulares, al igual que el suers y
los liquidos del organismo, tienden o tomar el fijadar. Por ello,
cudhdo se fijon suspensiones celulares, deben enjuogarse repe-
tidamente con fijador fresco y diluir en un gron volumen de fi-
jador, Es necesorio centrifugar lo suspensién celular para tratar
de reducirla a un bleque sélide y facilitaor su fijocién. Cuande
se estudian leucocitos, es preferible separarlos previomente por
centrifugocidn, pare luege fijarles.
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I, FUJACICN POR EL TETRACKIDC DE OQSMIO

Polade en 1952, empezd a utilizar® una solucidn tampo-
nada ligeramente olcaling, de tetradxido de osmio, gue ha sido
ufilizada cosi undnimemente por los mas experimentades micros-
copistas electrénicos, Utiliza Os Oy o] 2% en lo solucibn tompdn
de ocetato de veronol de Michoelis. El fijador se prepara osi:
Solucién tampén: Veronal sédico: 147 grs, acetate de sodios
9.7 grs; ogua destilodo, pora completar 500 ce Selucén de
tetradxido de esmie: 27%. Fijader: Sclucién tampdn: 5 mi; HCI
0.1 NIt 5 ml; agua destituda: 2.5 ml; tetradxide de osmic
al 2%: 125 ml El fijoder debe tener un pH de 7.4. Paro
preparar la solucidn de tetredxide de osmio deben tomarse las
sigulenfes precouciones: Quitar la etiqueta de la ampolla, su-
mergiéndaola en oguo caliente; hacer surcos en la ampolla, me-
diante uno “sierra para ampallas de vidrio; introducirlas en un
frasco dmbar gue contenga el aguo destiloda, v topar (debe
usarse fopa de vidrie), Agitar fuertemente hasta romper los am-
pollas. El tetradxide de osmio ze disvelve lentamente. Por ello
se recomienda hocer la solucidén un dio antes de usorla, o oce-
lerar su disclucién, vtilizande bofo de Maria. El eperoder deba
hocer todos lot monipulaciones bajo una campano provista de
extractor «de aire, y utilizor gafas protectords.

Conceniracién, pH y osmolaridad de
las soluciones de tetrodxido de osmio.

Concentracibn: Palode * sugirié los soluciones de tetrodxido
de asmio al 2%, Posteriormente, Palay y Polade |1955) conside-
raron * gque e obtenion mejores resultodos con mezclas ol 3y
al 4%, especialmente paro ogquellos tejidos ricos en substancias
reductoras, como el sistema nerviose central. Las soluciones mas
fuertes son preferibles, porgue permiten obtener un moyor con-
traste en la imagen.

pH: Se recomienda wsar un pH similor al del medie interng
del animal; o sea, 7.2 — 7.4, para tejidos de vertebrodos. Pa-
lade {1952], experimentanda ™ con soluciones dcidas de tetrod-
xida de osmio (pH 5.0} y alcalinos |pH 9.0), encontrd que la fi-
jacién dcida proveca dofio celulor consistente en wacuolizocién y
precipitacién del citoplasma, e hinchamiente de las mitecendrias.
Ohservé menor dafo celulor con el fijodor dlealing. Demastrd
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que, o medida que el tetrodxido de osmic se difunde, existe
una onda de acidificacién que marfifica el tejido antes de su fi-
jacion. Por ello se empezd a mezclar el tetrooxide de osmia con
soluciones tamponadas o un pH ligeramente alcoling locetate de
veronal, fosfate de sodis). Este hallozgo ha side discutide por
Rhedin (1954), quien® no encontré este tipo de lesiones. Sjts-
trand (1958] expresa, que el control del pH es deseoble; pero
considera que no es un foctor critico y que puede variar de 5.1
a 9.5 sin combie notoble en las carocteristicos submicroschpicas
de la célula *,

Osmolaridad: Se considera que la isotonia del fijader es uno
condicién necesario para una preservacién satisfactoric de los
células, Lo preservacion celular obtenida con fijaderes hipaoté-
nices, es escaso. La fijocidn hipertdnica provoca retraccidn de la
célula con aporicibn de espocios extracslulores. El fijodor de
Palade, hipoténice, fue modificade por Caufield ¥, quien ogrega
sacarosa (0,045 gm. por ml. de solucién) para aumentar su to-
nicidad. Rhedin* detecté combios en |as mitocondrios fijodas
en un medio hipeténico e hiperténice.

Variantes de los soluciones de tetraéxido de osmio.

Para el montenimients de lo estructura v la funcidn de la
célula, es necesario que exista en el medio que rodea a la cé-
lula, un bolance adecuade de los iones sodie, potasio, calcio y
magnesio, Uno olterocidn en lo concentrocién de estes ionés,
provoca olteraciones estructurales eelulares, aunque la tonicidad
del medic se montenga constante. Por ello, algunes investiga-
dores han postulode el use de iones, para mejorar lo calidad de
la fijacién.

Fijodor de Zetterqvist: No es mas gue el fijador da Palade,
al cual se le ha hecho adicidén de sales . Selueibn tampén; Ve.
ranal sodice: 14.7 gre; acetote de sodio: 9.7 grs: ogua dest-
loda: para completar 500 ce. Solucién saling: Cloruro de sadie:
40 grs.; cloruro de potasio: 2 grs.; clorure de calcior 1 gr.; ogua
destilada: para completar 500 cc. Fijader. Solucién tampén:
10 ml; solucién soling 3.4 mil; HCI (0.1 Ni: 11 ml; aguo desti-
loda: para completar 30 ml; tetradxide de osmio (seco): 0.5 grs.
El pH debe ser 7.2 -7 .4 y su tonicidod 034 M.

Fijodor de Millonig. Utiliza fetracxide de osmio en salucidn
tamponado de fosfato de sodio®. Su pH se puede ajustar entre
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5.4 y 8.0, sin cambiar lo tonicidad del medio. Esta solucién tam-
pan tiene una presién osmética similar a la de la sangre de
mamiferas |depresién del punto de congelacién — 56°C), Seluclén
tampén: Fosfoto monosédico: 2.26% . Soludén alealina: Hidréxido
de sodio: 2.52% . Fijodor. Sclucion de fesfoto monosédico: B3 ml,;
solucién de hidréxide de sodia: 17 ml; agua: 19 ml; glucosa:
0,54 qrs.; tetradxido de osmie: 1 gr, 5i se desea usar jones bi-
valentas, Millonig sugiere ogregar 1 ml. de solucién de clorure
de calcio al 1% o cado c.c de fijoder,

Soluciones de tetrodxido de osmio para fines especificos,

Se han realizado gron contidad de voriantes de los selu-
ciones de tetradxide de osmio. Dalten [1955) hizo una mezcla
de tetradxido de esmio con dicromato de potasio comao vehiculo,
a un pH de 7.2, para fijar aguellas estructuras celulares no pre-
servodas por el tetrodxide de osmio y, especialmente, para fijar
complejos lipidicos "', Lo férmula de Dalton es: Selucién tampén:
Dicromato de potasio al 4% llevado o pH 7,2 con KCOH, Solucién
saling: ClMo: 3,47, Solucién de tetrasxide de osmio: 29 . Fijodor:
Solucién tampén: una parte; solucién saling: una parte; solucién
da Os O, dos partes.

Segin Pease®, la fijocién obtenida con el fijodor de Dalton
es inferior a lo cbtenida can el asmic en acetats de vercnal, de-
bido o gue los iones pequefics de dicromato penefran mas rd-
pidomente que el osmio; oleconzande més rapidamente los or-
ganelos celulares, antes de la formocién de los complejos de
osmic. Hay la pesibilidad, de que los dlomos de cromo se unan
o las estruciuros celulares actuando como wna fincién electrénica.
Helander, en 1962 '*, usd un fijodor para preservar mucosa gas-
trica de moamiferos. Es isotbnico y tiene un pH de 8.5. Fijador:
Veronal sédice: 1.394 grs.; acetato de sodio: 0.890 grs.; cloruro
de sodio: 0.00% grs.; clorura de calcio: ©.111 grs.; HCI (01N 11.5
ml; tetradxido de osmio: | gr; ogua destilada: para completar
100 ml,

Claude en 1962 " usd un fijoder, ligaramente Gcido [pH &),
ne tomponado, de tetradxide de osmio en agua destilada, legran.
do mejor preservacion del nicles y de les componentes fibrilores
del citoplasma. Afzelius [1959] disuelve ' tetradxido de osmic en
tetraclorure de corbone ([solucién al 40%), pora fijar célulos
libres [protozoorios, espermotozoides, huevos marinos). El autar
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del presente trobojo®, ha ufilizodo ung solucién de tetro-
éxido de osmio al 2% en ocetato de wveronal, con adicidén de
ogua de mar artificiol, poro fijor tefido nervioso de invertebrados
marinos, El pH se ajusta o 8.1 — 8.2 v la osmolaridad es de
1.010 mOs/litre. Llos resultados obtenidos son sotisfoctorios. Las
figuras 1 v 2 ilustran lo preservacién del tejido nervioso de un
invertebrade (el calamar] obtenide con este fijodor.

Contrel de temperatura en lo fijocién
con el tetradxido de osmio.

Se considero generolmente que el uso de lo zelucidn de te-
tradxide de osmio enfrindo a OC, produce una mejor preserve.
cién del tefido y disminuye lo actividad citelitica, Algunos in-
vestigadores como Millonig (1962, consideron que lo temperatura
del fijader no es de gran imporfancia ®,

Duracién de la fijocién con el tetradxide de ssmio.

Se considera que 30-80 minutos es un tiempo prudencial
para una bueno fijocidn. Millonig {1962) sugiere de 2 a 4 horas ?'.
Porece ser gue durante el procedimiento de fijocién hay dos pro-
cesos: a) Combinacidn quimica de los éxidos de osmio con los
componentes del tejido. b] Extraccidn de los componentes celula-
res por el vehiculo del fijodor (por ef: acetato de veronal). Por
ollo, el tiempo de fijocién debe ser el recesario poro gue se
cumpla el primer proceso, que conduce a la preservocidn del
tejide. Debe evitarse el segundo, que puede producir alterocio-
nes morfologicas. Se ho observado que en los tejidos sometidos
o fijocién prolongoda, los constituyentes proteicos [micfibeillos,
granulos de zimdgena) tienden o ser alterodos en moyor grodo
que las membranas celulores; los cuoles son predominontemente
de naturalezo lipidica.

Efecto de algunos iones sobre la fijacion,

Parter v Pappos (1955) sugieren® que la adicién del ion
calcio al fijader, disminuye la extraccion de los substancios de
cemento v de los tejidos embrionarios. Geren y Smith (1954] re-
portan ung bueno preservacién de fibras nerviosas de inverte-
brodos, con la adicién de Cat+ o Mg++ %, Palade (1956) afir-
ma ™ que el ion omenic destruye lgs membranas del reticulo
endopldsmico e interfiere con la fijacidn,
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Quimica de la fijacién por tetradxide de osmis,

El tetradxide de oimio se emplea en histologla en la ftin-
cibn de las grasas, El mecanismo de accidn del tetradxido de os-
mio como fijador no se conoce adn en forma satisfactoria, Estu-
dionde el comporiamiento del esmio frente o las grosos, se sobe
gque !’ |as wuniones efilénicos presentes en las grasas insaturadas,
reducen &l Os O, formondo un compuests negre de didxido de
osmio. Criegee [1934], sugiriéd ¥ gue esto ero debide a lo oxido-
citn del doble enloce existente entre dos carbonos adyocentes
resultande en |lo formocién de um maonoéster,

CH o a cH-——-ﬂ\ /ﬂ
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En presencio de grupos efilénices oxidados, el ofro extremeo
de |lo moléculo reacciona formonde un diéster,
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CH—— @ HO—CH = o o——CH

! l | . |

Hay, sin embargo, muchos dudas ocerco de lo cerfeza de
estas reacciones en los tejides, y por elle & tetradxide de esmio
no ha sida ampliomente utilizade en histoguimica. Wigglesworth
11957) considera *" que en lugor de lo segunda reaccion, el Os O,
puede formor uniones dobles directomente con el carbono del
doble enlace.
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5i en codenas odyacentes, dos enlaces insaturades estdn en
oposicién, Wigglesworth sugiere que puede fermarse un monoéster
doble con lo consiguiente unién de los codenas de dridos grasos.
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Cualgquiera que sea |a naturaleza de la reaccién del Qs 2, con
los grosas insaturadas, de ocuerdo con Wigglesworth, la polime-
rizacion de los lipidos bajo lo occién del Os O, ocurrird en oque-
llkas meolécubas con varios codenos insaturodas, come en la triclel-
no; o cuondo existen enlaces insoturados en una sola cadena,
coma en el acida linoleica, Porter y Kollman {1953) observaran **
que el tetradxide de osmio ol 2% forma geles con la albimina,
la glebulina y el fibrindgeno. Lo aparicién de geles claros al reac-
cionar el tetrodxido de osmio con la alblming, la atribuyen los
ogutores o un arregle micelar fine o o unicnes unimeoleculares.
Los geles obscuros, formados en contocto con la globuling y el
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Fig. 1. Microfotografia electrénica o nivel de la zona cortical del gan-
glio  estrellado del enlumar, Fijacidon con selucion de tetradxido de
mhﬂl%.mwluﬂﬁnml&dumd&mﬁﬂndﬂw;’maﬂ
eiin de sgun de mar artifivial. Ests solocifn fijadora, a pH T4 §
osmolaridad de 1000 mu0s /Htro, (sotonica con la sangee del calamar)
se dejd actuar dorante unn hors. Se observan dos células ganglionares
(CGl ¥y 0G2), wligpdendrocito  perineurcnal (OF), En ¢l nicleo
{N]llaustunglnlu, In cromating muestra una apariencia finsmente
E"unhdn. La cisterna perinuclear {(flecha) es de un anchoe oniforme,

membranas del reficnle  endoplismico (R) munestran on ordena-
milento regular. Las mitocondrias (M) moestran un aspecto olaro, Te,
jido incloido en Araldita. 16800 X.



fibrindgene, fueron considerades come indicic de un arregla mi-
celar gruese, Bohr [1954) estudid® lo reoccion del tetradxido de
osmio, disvelte en ogua y en tetraclorure de corbeono, con dife-
rentes compuestos bioldgicos. El experimento, realizade in vitrg,
meostrd poesitividod para los sigulentes substoncias: cisteing, tfrie-
tanalamina, fcide oleico, metionina, argining, lisina y acide as-
corbico. Los resultades fueron generalizados por Bahr en o si-
guiente forma: Los hidrocarbonodos saturodes reaccionan lenfo-
mente o no reacclonan; los derivados halegenades ne reaccicnan;
los aleoholes y éteres, reaccionan rdpidaments; los grupos SH vy
S5 reaccionan inmedictomente; los ominas reoccionan rdpidamen-
te y tanto mayor cuanto mds larga es su cadeng; los aldehides y
cefongs Unicamente reaccionan cuande estan presentes en cade-
nas largas; los dcides nucleicas y carbohidratos, eran inertes.

Wolman [1957) demastréd ¥ que, bojo dertos condiciones, el
tetradxido de osmio es reducida por amincazdcares. Wolman des-
cribe fres tipos de redcciones: Lo formacion de un precipitado ne-
gro con soluciones ocucsas de fetradxide de osmio (lipidos insaturo-
dos, grupos SH); la formacién de un precipitodo negro con solu-
cicnes de tetrodxide de osmiso, disuelo en solventes no polares
[compuestos con grupos MHyl; la no formacién de un precipitads
visible |polisocarides que contienen grupo 1:2 glicoles).

Dallam en 1957 reporta ' una pérdida del 22,49 del con-
tenido de proteing de las mitecondrios del higode de rota, du-
rante la fijocicn por tetraoxide de osmio,

Criterios de fijucion satisfactoria con el tetradxide de osmis.

1. El nicles celulor exhibe generalmente una apariencia fi-
namente granulor (Fig. 2. Lo presencia de masas cromatinicos
ogregodas ez indicio de una fijocidén defectuosa. 2. Como las
mitceondrias son sensibles o la fijucion (Fig. 4], la presencio de
mitocondrios hinchodes y vocias, indico escosa preservacién. 3.
El arreglo del reticulo endopldsmico as generalmente ragular en
tos célulos bien fijodos . Los cisternas del raticulo endopldsmi-
co, muestron un arregle uniforme. En coso de fijacién defectuosa,
aparecen hinchodas y dispuestos irregularmente. 4. La cisterno
perinuclear debe ser de un ancho uniforme. Llas membronas de
Golgi y las vacuolas, deben mostrar tombién un arreglo ordena-
do. 5. In vive, lay proteinos de la matriz citoplosmatica y dal no-
clea, se hallan en solecidn, formonde una dispersion fingy con
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el pH v a lo concentracién de electrélitos, usuales dentro de las
células. Lo observacién de células vivas, realizada en micrasca-
pie de compo obscure, corrobora esta afirmacién, Por elle, lo
ausencia de precipitades en el citoplasma y en el nicleoplasma,
es un criterio de fijocién satisfacterio. Se sabe también que las
rmembranos celulores son continuas, v gue existe una intima cpo-
sicion de fases en lo célula viva. Por ello se considera que la
aparicién de membranas discontinues y espocios “vacies', son
el resultade de agrupocién y retroccidn durante los procesos de
filocidn y deshidratacién, 8. Los resultadas obtenidas mediante
la fijacién con tetraéxide de osmio, pueden ser controlades usan-
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Fig. 2. Microfotografia clectrinlen del nidcleo (N} de una eélola gan-
glional del ganglio estrellade del calamar. Fijaciin similar a la descrita
#n la fipura 1. Obsérvese la distribuciin oniforme de la cromatinag en
granulos finos, El nucléole (n) aparece como una compactaciin de par-
tieulas finas. Obsérvese ol sspecto clare del nicleoplasma, Tejfide in-
cluido en metil-butil metacrilato. 7500 X.

Flg. 8 Mierofotografis electriniea de dos edlulns  granulosas de la
corteza cerebelosa de ratdn, Obsérvese ln aparencin del nicleo (N)
en lu fijacin primaria con glutarnldehido. La forma de agrupaciin
de la ecromatine, en masas densas, parece ser carscleristics de la
fijaciin por dialdehidos. Tejido incluido en Epin, 44000 X,



do otros fijodores [oldehidos, permanganatos) o métodos fisicos
de fijacién, como el de congelocién-desecacion ¥, 7. Cuondo se in-
cluye material bicldgico en metil-butil metaerlate, s necesario
distinguir entre una fijocién defectuosa v un dofio de polimeriza-

de las mitocondrias (m) de on
calnmar (fijacion similar a la deserita en Ia

Fig. 4. Mierofotografia eleetronica

ammimhm}u

fignra 1). Las crestas v ln matriz de la mitocondria, muestran un
H ex

3 parecen
% 0 In aecion de los fijadores quimlcos. Lo flecha se-
membrans  mitocondrial. Tejido incluide en Araldita,
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cién, Este Gltime, se coracteriza por lo opariencia hinchada
de la célula, ospecto grumeso del cioplasma y del nideo, rup-
tura de las membranas celulares v vocuolizacidn de las mitocon-
drios. 8. En algunos cosos, lo imogen cobtenida al microscopio
electrénico puede ser comparada con la Imagen in viva, en un
microscopio de pelarizacidn, Este microscopio puede defectar, me-
diante birrefringencia, el erdenamiento maleculor en estructuras
celulares. Por tante, lo imogen submicroscopica obtenido en cier-
tos tejides: miscules estriades, sisterna nervioso (capa de mieling,
axoplasma, receptores retinianas), puede ser correlacisroda can
la imagen del micrascopia de paolarzacidn, la semejarza enfre
ombos tipos de ‘mégenes es un criterio il para juzgar lo cali-
dod de la fijocidn en microscopio electrbnica. Una correlacidn si-
milar puede hocerse con las estudies de difraccién per rayes X
(rinean 1¥&1] aplicobles a |os componentes fisulares gue mues-
tran un alto grodo de reguloridod en su estruciuro, como es el
coso de la capa de mielina de los nervios periféricos ¥, El po-
trén de difraccion de la mielina en estodo fresco y fijado, y las
imédgenes microschpico-electrénicas, son comporables, En estos co-
sos, lo calidad dz la fijocién puede ser juzgada a nivel molecu-
lar. 9. En lineas generales, debe existir una correlacién estrecha
wnlre lus eshucluros observadas en los microfotografias electrd-
nicas v la informacién suministrada por los estudios realizades
en biologio celular, citequimica y fisiologia celular.

v, FIJACION POR ALDEHIDOS

Pease, en 1962 ¥, propuso el usa de formaling al 10% (for
maldehide ol 4°%) en solucién tamponodo de fosfote de sodio,
segin lo siguiente farmula: Solucién tampén: Fosfate moneosédi-
ce, 2.26% ; Solucidn alealina: Hidréxida de sodie, 2.52% Fijoder:
Solucion de fosfao meonosédico, B3 ml.; solucién de hidrixide de
sodio, 17 ml,; formoling [fermaldehide al 4% libre de metanal),
11 ml; paroformaldehide en polve (disolviende a 60°C], 4 grs.
Ajustar a pH 7.2 — 7.4. Este fijodor es hipertdnico. Pease advierte
gue habituolmente lao formaline vendido en Estodes Uiides de
MNorteamérica corviene alcchol metilicn, el cual es adicionode co-
ma preservative, El alcohol metilico es un fijodor de prosiedades
indeseables.

La formaling, libre de metonol, puede descomponerse y dar
aeida formico. Par elle deben usarse soluciones frescas, El para-



formaoldehide es un pelimero del formaldehide, que se disvelve
facilmente en aguo. Para preparar scluciones concentradas, de-
ben calentarse a &0°C, v hocerse ligeramente dlcalings, afiediendo
gotas de hideéxido de sodie, mientras se ogita, Lo sclucién, de
opariencia lechosa, se tarnard luege cloro; especiolmente cuando
ze acerca o un pH de 7.2,

Holt v Hicks {1961} experimentaron ® can farmaling al 109
en diferentes seluciones reguladoras: Veronal, fosfate de sodio,
colliding, trietanclamino y ocetate, Concluyen, que el formaldehi-
do al 4%, a pH 7.2, en solucién tampén de fosfato de sodic
C.067M vy con odicién de sacarosa al 7.5%, es el mas efectivo.

Pease ® ho utilizado, mediante lo técnica de perfusién vas-
cular, el formaoldehide como fijoder primorio; seguide de fija-
cidn en fetrodxide de osmio. Lo molécula de formaldehido es
méas pequefia que la de los ofros aldehidos; por elle penetra ré-
pidamente en el tejide y bloquea lo aufolisis. Pease muestra
microfotografios electrénicos en donde puede cbservarse uno bue-
na preservacion del tejide,

Un estudie comparotive sobre el use de vaorios oldehidos
para preservar la ultraestructuro celular v lo octividad enzima-
tica, ho side hecha por Sabatini, Bensch y Barnett (1963, 1964],
Estos outores ™ ensayaron el uso de los siguientes aldehides: glu-
taraldehida (4 al 659 ), glioxal (4% ), hidroxiadipaldehide (12.5%),
crotonaldehide (10%), aldehide pirdvice (5%) ocetaldehido
(10%) y metacreleing [5%). Los autores, en un primer paso,
preservan lo estructura fina y lo actividod enzimética por medio
de los aldehidos; ¥ en un segunde paso, hacen fijocién en tetra-
txide de osmio paro correlocionar les hallazges histoquimicos v
la estructura submicroseépica. Los reocciones para la localizacién
de la acivided enzimdtica son realizodos entre los dos fijocio-
nes. Consideran al glutaraidehido y o lo accleina camo los fijo-
dores mas efectivos. El glutaraldehido posee una moléeula far-
mada por una codena de cince carbenos ton grupos aldehidicos
en ambes extremos. Se considera que este aldehido puede formar
compuestos de uniones cruzodas, lo cual de permite ser un exce-
lente fijador de proteings. Sabotini v coloboraderes recomiendan
el uso de glutaraldehido ol 4 = 6.5% en solucidén regulodera
0.1M de fostoto o cocodilato, Bl tiempa de fijocidén recomendado
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es de 30 minutos a 2 horos. Después de la fijocion, el tejide
puede ser lovade en lo solucién tamponoda de fosfate o coco-
dilate, de compesicién similar a la utilizada en el fijodor, El te-
jicle puede dejarse en esta solucién durante dios, semanas v odn
meses, para ser pesteriormente estudiodo desds el punte de vista
histoguimice o fijode secundariomente en tetrodxide de osmig,
para su estudic al microscopio electrénico,

Ez importante destacar el hecha de que la preservacidn es-
tructural de los tejidos, obtenida con los aldehidos, ne es para-
lela a lo preservacién de los sistemas enzimdticos. Sabatini y
coloboradores, demuestron que hay mds bien una relacién in-
verso. El hidroxiadipaldehido es efectiva pora mantener lo achi-
vidad enzimatica de la citocromo-oxidaso, deshidrogenasa sueci-
nica, y lo glucoso-6-fosfataso; sin embarge, sus propiedades co-
meo fijador- morfolégico o estructural, noe son buenas. El glutaral-
dehide no preserva la actividod enzimdtica en la forma como
lo hoce el hidroxiodipoldehide; pere proporciona wna excelente
preservacidgn morfaldgica.

Desde el estudio realizodo por Sobotini y coloboradores, los
dioldehidos han side ampliomente ufilizados por un gran ndmero
de investigodores. Roth y coloboradores (1963) utilizan lo doble
fijacién glutoraldehido-osmio pora preservar estructuras celulores
delicodas, como el aparate mitdtice *. Trump y Ericsson [1945)
utilizan acroleing, formaldehide y glutoraldehido en soluciones
reguladoras de fosfate, cacodilate, y s—colliding, pora fijor el
tibule contorneado proximal del rindn de rata, Trump y Ericsson *,
muestran excelentes microfotografios electrénicas, y realizan unao
revision extensa y bien decumentodo de los efectos de las so-
lucignes fijodoras sobre la ultroestructura de célulos y tejidos.
Torock ¥ estudio el espocio extrocelular del cerebro fijodo, me-
diante perfusidn vascular, con glutaraldehide e hidroxiodipaldehi-
da, en soluciones isoténicas e hipertdnicas. Wood y Collas {1966) re-
portan diferente preservacion del tefido adrenomedular por esmio
y glutaraldehide *. Los autores hacen énfasis schre la impartan-
cia de la osmelaridad del fijador, logranda mejer preservacidn
tisular con el uso de glutaraldehide hiperesmalar, seguido de fija-
cion en tetrodxido de osmio. Recientemente Trump y Bulger |1946)
utilizan ** una mezclo de glutaraldehido-osmic en un intente per
disminuir las desventajas de la fijocién primaria con glutaraldehi-
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do y lo fijocién secundaric en tetradxido de esmio. La férmula
de Trump y Bulger es: Solucion de tetradxidosde osmio, 1%; so-
lucién de glutaraldehido, 6.25%: solucidn reguladora de s—colli-
dina, 0.063 M. Fijador: Solucion de tetradxido de osmio al 4%:
2 volémenes; glutaraldehido of 50%.: 1 velumen: solucién ragu-
lodora de s—collidina 0.1 M: 5 volimenes. Lo mezcla tiens una
osmolaridod de 875-925 mOs/litto vy un pH de 6.4-4.8.

El outor del presente trabajo utiliza la doble fijacién glu-
taraldehide-csmio ! para fijar, mediante la técnica de perfusién
vaoseular, el sistemo nervieso central del rotén albine suize. Lo
farmula utilizada por nosotres es: Liquide perfusor: Solucién de
glutaraldehide 25%: 4 cc; solucién regulodora 0.2M de fosfato
de sodio pH 1.4: 96 cc. lo mezela fijadora tiene una esmolari-
dad promedia de 420 mOs/litro y un pH de 7.4, Posteriormente,
el tejido nervioso es fijodo en solucidn ol 1% de tetrodxide de
osmio, en selucién tompdn similar a la utilizada en el liquide
perfusor. Las figuras 3, 5 y &, ilustran los resultados obtenidos
con la dokle fijocién,

Quimico de la fijocién por aldehidos.

la reaccidn de la fermalina con las proteinas tisulares ha
sido cuidadosamente estudiada ® ¥, French y Edsal {1945) estu-
digron la combinacién de la farmaling con los diferentes grupes
funcionales de las proteinas: aminas, imings, amidos, peptidicos,
guanidilices, hidrexilicos, carboxilicos, grupes 5H y los anillos are-
méticos. De ocuerds con estos autores Y, lg fermaling reaccicna
frecuentemente con compuestos que poseen Atomos reactivos de
hidrégeno, formando compuestos hidroximetilicos,

RH 4+ CHz © "——;——.r R.CHz (OH)

Este compuesto puede condensarse con ofro &tomo de hi
drégenc para farmar un puente metilénica (-CH;.)

R. CHz (OH) + HR —Il_p R-CH,-R + H,0
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Fig. 6. Microfotografia electrinica de una mitocondria (M) lecalizada
en ums dendrita de la célula de Purkinje del eerebelo de ratin. Fija-
clén por perfusin vascular con glotaraldehido ol 19 en soluciin
tamponada de fosfato de sodio (pH 7.4) ¥y osmolaridad de 420 mOs/litro.
Fijacion secundara por Inmersidn en soluclin al 19 de tetradxido
de osmio en fosfato de sodie, Las crestas vy In matriz de la mitocon-
drin, muoestean mayor densidad que en la fljacién primaria con te-
tradxlde de osmlo. En ln vecindad puede observarse un sistema de
membranas  (flechas)  paralelas, upumdu por espacios claros. Las
membranas muestran Ia estroeturs triple caracteristica de la onidad
de membrana, Tejido incluido en Epdn. ﬁtm X

Fig. 6. Microfotografin clectrinics a nivel de Ia capn molecular de Ia
corteza cerebelosa de ratém, mosirando ona regiém sindpfica. Obhsér-
vese la preservacidn ohtenida del contacto sindptics (flecha) con In
doble fijackin ghitaraldehldo-osmio, wtillzgando la téeniea de perfosion
vascular. Fri terminal mliﬂpﬁm. Po: terminal postsindpticoo; Vi
vosiculas sindpticas. 36.000 X

Por hidrélisis pueden romperse estos puentes metilénicos. De
alli gue, por lavado, pueden hocerse reversibles muchas de las
reaccionas de lg formaling con las proteings tisulares. los puen-
tes metilenicos pueden formarse entre grupes similares; per ejem-
pla, entre grupes amina (NH;} e entre grupos amine y peptidicos
{CONH|. Saidel y colaboradores (19465] han demostrado ™, me-
diante cambios en el espectro ultravicleta, que los aminodcidos
y los enlaces peptidicos reaccionan con el farmaldehido.

Retientemente Jones y Grescham [1966] han demostrade la
reaccion del formaldehido con Geides grasss ne saturades, du-
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rante el proceso de fijacién, Segin Jones y Grescham '* el formal-
dehide reacciona con enlaces etilénicos dobles, en presencia de un
cotalizader dcido, originonde 1:3 gliceles v 1:3 diexanes [reac-
cion de Prinsl. Lo reaccion seria:

o) Formaocidn de especies electrofilicas:

-
CHz — © + H* ——» CHy == O*H =— CHz0OH
bl Reaccién con doble enloce;
- c/ VA INTERMEDIA !

+ CHy OH *
) —_—» = C ==

\c
/

CH,OM

QH
| I Hg CH;0
C —— ¢ +* H+ .
i i ik

| |

[= i
Hy I+3 GLICOL —c € —
I [ |
OH CH,OH

—H#*

- 113 Dioxano

En relacién con los dioldehidos: el glioxal, glutaraldehido
e hidroxiodipaldehido forman uniones cruzadas con hidrégenos
actives, grupes amine e imine de las preteinas, v los grupos hi-
droxile de los Fﬁlfﬂjtﬂhﬂlea. La reaccidn de cada grupo carboni-
te de los dioldehidos puede ser equivalente a los puentes metilé-
nicos formodos por la fermaling.
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Caracteristicos ultraestructurales de la fijacién por aldehidos.

Las microfotografias electranicos de tejides fijodos por for-
maldehide, come ha sido demostrado por Pease ¥, exhiben una
apariencia similar a la obtenida por el métods de congelacién-
desecocion, que parece ser lo imogen negotiva de un tejide fijade
en tetradxide de osmio. Los lipidos sen extraidos; pero las pro-
teinas, inclusive las nocleoproteinas, son preservados. Las pro-
teinas se ven tefiidos mas intensamente que en lo fljoddn por
tetradxido de osmio. Cudndo el tejide ha side preservade por lao
doble fijacién glutaraldehido-osmio, el potrdn ultraestructural di-
fiere del obtenido cuonde se usa Onicomente el tetradxide de
osmio. Muy probablemente se debe o la combinacién de los dial-
dehidos con los proteinos, mediante unicnes cruzadas. Este tipo
de unién, presumiblemente, evita la extraccién de los proteinas
por lo solucién reguladera usada como vehicule del fijader, o
por el proceso de inclusidn en plasticos,

Coma ho sido observado por Sobatini y celaberadores *,
lo cromating nuclear muestra dos formos de agrupacion: {al en
masas gruesas compactas, con tendencia o localizorse hocio la
membrana nuclear; (bl dispuesta en particulas finas, situodes en-
tre los maosos densas. Los figuras 3 y 4, muestron lo apariencia
del niclee en lo fijacién primorio por glutoraldehido. Lo matriz
mitocondrial, lo substoncia fundomental del hialoplasma y el
contenide de las cisternos del reficule endoplésmico, aparecen
mas densos (Fig. 7] que en la fijocidn por tefradxide de esmic.

V. USO DEL PERMANGANATO COMO FIJADOR

En 1958, Luft demostrd ™ gue el permongonate de pofasio
puede ser utilizado como fijador. Las propiedodes oxidativas de
este compuesto permiten preservar los complejos lipoproteinicos
presentes en lo membrana celular. El permangonato de potasio
es esencialmente un fijader para membranos celulores. Formula
de Luft. Solucién de permanganate: Fermongonato de  pofosio:
1.2%, . Solugion tampén: Veronal sodico: 14.7 grs.; acetato de sodio:
9.7 grs.; agua destilado: pora completar 500 cc. Fijodor: Salu-
cién de permonganate: 1 parte; solucidn tampon: 1 parte. Ajus-
tar pH 7.4 — 7.6. El tiempo de fijocién con permangonato de po-
tasio, debe ser estoblecido por método de ensayo y error. Lo
mayeria de las membranas se fijon entre quince minutos y dos
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horas, Robertson (1961) lo ha utilizado para el estudio de las
membranas celulares y de lo copo de mielina en el sistema ner-
vioso 3 ¥,

Fig. 7. Milerofotografia electrénien de ona célula estrollada de la ca.
pa molecular del cerebelo de ratin. Se hizo fijacién, medinnte perfu-
slén vaseular, con glutaraldehido al 19 en solucion twmmpén de fosfate
de sodio, pH 74, y osmolaridad de 420 mOs/ltrs. Bl nbcleds (N} mues-
tr compactaciin de la cromating. en masas densas, las coales tienden @
agruparse cerca de o membrans nnclear. Entre Ins masas densos,
Ia cromating se dispone en agregados pequefios de particolns fimas.
El macleoplasinn muestra aspecto mifis denso que ol observado en la
fijacidn por tetradxide de osmio. En el citoplasma se observan tibulos
del reticulo endoplismice (R), mitocondrias (M) ¥ grannlos de ribo-
nieleoproteinas. En la vecindad de ls cfluls estrellads, se observa una
compleja red formada por la intima aposicidn de prolongaciones de
cilulas nerviosas y de lus fibras aferentes. Obsérvese gue no existen
espacios extracelulares visibles, Tejido incluido en Epdn. 24.000 X.



Tohmisian [1964) ha utilizado el permangonate de potasio
come fijodeor isoténico en solucidn toampenoda y en solucian no
tamponada ¥, Fijader Tamponade: Solucién de Michaelis: 12 mi;
KMnO.: 1.3 grs. ogua destiloda: para completar 100 ml. Fijoder
ne tomponado: KMnO,: 1.3 grs; CINo: 4.5 grs; agua destiloda:
para completar 100 ml.

Bradbury y Meeck (1940} consideran que el permanganate de
potasia no actio completamente como fijader ®. Tahmisian usa
ademas ®, una combinacién de tetradxido de osmio con perman-
gonotoe de potesio, seadn el siguiente esguema: Fijedor osmio-
permanganate tampeonadeo: Solucién solino  tomponoda  (portes
iguales de ClMa 9%, NoHPO, 0.0M y KHPO, D.1M): 8 mi;
KMnO: 1.3 grs.; solucién de osmio 2% : 50 ml: aguo destilada:
para completar 100 ml. (pH 4.8).

Fijador esmio-permanganate ne tempenade: KMnl,: 1.3 grs;
solucién de osmio 2% 50 ml; NaCl 9% 2.7 ml; agua destilada:
para completar 100 ml.

Wetzel [1961) hizo un estudio comparative entre lo fijocion
por permongonoto de potosio y permonganoto de sodio *. Con-
sidera, que lo fijocién per permanganate de sedie mejora la pre-
servacion de los membronos celulares. De ocuerdo con Peose ™,
el tejide fijodo con permangenato parece ser sensible al lovado y
a la deshidratacidn, Este autor observa hinchamiento del tejido
cuanda se lava y cuando se deshidrota con los primeros alco-
haoles.

Rosenbluth ™, observo vesiculos que considera resultontes de
lo desintegracién de lo membrana celular por lo accién del fijoder.

Caracteristicas ultraestructurales de
la fijocién por permangonate.

Las caracteristicas ultraestructurales de los tejidos fijodos por
permanganato, dependen del tiempo de fijocién y de lo sal de
permanganate utilizada, Los corocteristicas de los membranas ce-
lulares son diferentes o log cbservados en la fijocidn por tetro-
dxido de esmio. Lo copo externo de lo unided de membrong
oparece mas densa ¥, debide proboblemente o retencidn de po-
lisacaridos. Afzelivs?® encuentra gue después de la fijocién por
permanganato de calcio, los membraonos celulares presenfan un
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Fig. 8 Microfotografia electriniea de un olipodendrocito de Ia cor-
teza cerebral {(obtenidn por biopsia quirirglea) de un paclente com
sindroms hipertensive por tumor del dnguole pontocercheloso, Se hizo
fljaciin primaria con glotaraldehids ol 1 en solocidn tampin de
fosfato de sodle, (pH 74 y osmelaridad 280 mOs /Uire), seguldo de
fijacién en tetradxide de osmio al 1% en solueln tampin similar o la
utilizada en Ia fijacion primaria. La doble fijaciin Elutarnlﬂnhjﬂn—um

milo se reconddenda parn la preservacion de tejido o, como lo
es el tejido patoligico del sistemn nervioso central. Tefido incluido
en Epén. 56000 X.
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doble contorno y son de maoyor greser: 100 A; en comparacidn
con los 75 A de grosor observados en la fijocién por permanga-
nato de potasio. Los grdnulos de écido ribonucleico ne son visi-
bles. Las membranas mitocondriales aparecen hinchados, con evi-
dencia de extraccién de los componentes de la matriz mitocon-
drial. En ciertos cosos ? se ho observado fusién de la doble mem-
brana mitocondrial. Los lipides v el nideoplasma son escasamente
preservados y ofrecen una apariencia como de haber sido fovades
(Trurmip y Eriesson, 1945). En los tejides fijodos por permanganate,
es importante destacar la escosa visibilidad de lns estructuras que
contienen Geido ribonucleico, lo extraceldn en general de las pro-
teinas, y la preservacién de ciertds sustancios como fosfolipidos,
polisacaridas y dride desoxirribonucleice ¥4

RESUMEN

1. 3e hiciercn consideraciones sobre el uso de tres tipos de
fijodores guimicos para microscopia electrénico: el tetradwide de
osmio, los oldehidos y el permongonoto.

2. Se hoce una revision de la literatura sobre los modos de
aplicacién, meconismo de acidn y corocteristicas  ultroestructu-
rales de la fijacidn por estos compuestos.

3. El retradxide de ssmio forma compuestos negros al com-
binarse con los uniones etilénicos de las grozos no soturadaos. Se
ufiliza coma fijador primario, o como fijodor secundario o la fijo-
cidn primario por oldehidos. Se corocterizo por su escose poder
de penetracién. Los coracteristicas wltroestructurales de la fijo-
cin por tetradxide de osmio, parecen depender de la solucidn
tampén, lo concentracién, el pH, la csmolaridod, v de los ionas
especificos utilizados.

4. los aldehidos formon, proboblemente, unicnes cruzadas
con las proteinas, medionte enlaces metilénicos. e utilizan como
fijadore: primarios parg preservar i estructura fing y la activi-
dad enzimdtica de los tejidos, Cuando se emplean como fijado-
res primarios para microscopio electranica, se hace fijocién secun-
daria con el tetradxide de osmio. Se coracterizan por su gron
pader de penetracién, Se recomiendan cuando se emplea la tée-
nica de perfusion vascular. Las coracteristicas ultraestructurales de

e ) e



la fijacién por aldehides, difleren ligeramente de las de la fija-
cidén por tetradxide de osmio; especiolmente en lo mayor densi-
dod de los estructuras celulares, v en la ogrupacién en mosas
de lo cremating nuclear,

5. El permangonate se ufiliza especialmente come un fijo-
dor de membranas celulares, Se desconoce su mecanisme de ac
cién. Las caracteristicos ultroestructurales de lo fijocidn por per-
manganate, dependen del tiempo de fijocién y de la sal utilizada.
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