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INTRODUCCION

El Epon ha sido ampliemente ufilizade como un meadio de
inclusién en microscopio electronica, desde su introduccidn por
Kushida ? y Finck !, Esta rasina ha demostrado ser, en la mayoria
de los laboratorios de microscopin electrénica, un medio de in-
clusién gue properciona una preservacién adecuada de la es-
tructura fina del tejido, estabilidad al flujo de electranes, buena
4ncién con las sales de uronilo y plomo, buenas caractaristicas
de corte al ultramicrotomo y mayor contraste de las imdagenes.

En un medio tropical, de dlta temperatura (€4° F) y hume-
dad atmosférica (50-70%.), como lo es la zona de Maoracaibo,
fue necesario mocificar las -écnicas originales del Epon, debide
o las propiedades higroscépicas de esta resina. El presenfe fra-
baje muestra algunas medificaciones realizadas @l procedimien-
so de inclusién en Epon y cierfas observaciones ultroestructura-
les sobre el grado de preservacién de diferentes tejidos.

MATERIAL ¥ METCDO

Durantz tres anos se incluyeron diferentes tejides blandos,
cales ccmo el sisterna nervioso central de ratén, higode de rata,
mucasa oral humena y algunas células libres, tales como leuco-
citos de ratén y humanos, células cultivados de rinén de hdms-
ter recién nacido (BHK-21}, y leucocitos del liquido sinovial. El
material se fij6 primariomente, en soluciones al 1% & al 49
de glutaraldehide en solucién regulodora 0,1M de fosiato de
sodic o pH 74 y osmolaridad de 320 a 760 mOsm/litro. Se
hizo fijacién secundaria ean soluciores al 1% de tetradxide de
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osmio, en solucidn regulodora 0,1M de fosfate de sodio, a pH
7.4 y osmalarided de 280 mDsm/litro,

Se practicd lo deshidratacién de acuerdo al siguiente es-
quema:

Elanol al 503, 15 minutos
Etanol ol 70% 15 minutos
Etanol al 80% 15 minutos
Etarol ol 907% 15 minutos
Etanol al 100% més silca-gel 14 hora (en desecacor)
Etanol ol 100% més silica-gel 14 hora (en desecocor)
Etancl al 100% més silca-gel 14 hora (en desecocor)

Se usd el dxido de propilens cemo solvente fransicioral;
dos cambios de 15 mirutos cada uno, Se prolongd el tiempe
de infiltracién de la siguiente manera: 1. Oxide de propileno-
Epon [1:1), por 2 a 12 horas, en cesecadar a temperatura de
/0" F. 2. Oxide de propileno-Epon [1:3), por 2 o |2 horas, en
desecador baje refrigeracién (47 C). 3. Epon puro, de 24 o 48
heras, en desecader baje refrigeracién (40 C).

Se hizo inclusion en capsulos de gelatira y de polietileno,
previomente dessecadaos ol vacio de 107 a 10 mm. Hg, durante
media a una hora. Los cdpsulas se polimerizaron en la estufa,
por periodos de 2 o 5 dias, a 6C% C, hosta obener lo dureza
adecuada para realizar las secciones ultrafinas. Zstas Oltimas
se obtuvieron con ultramicrotomo LKB, orovisto de cuchilla de
vidrio, y se tifieron con acetato de uranilo® o citrato de plomo®.

La preparacién de Epen se hizo de acuerdo al siguiente es-
queme de Luff®:

Mezcle A Mezcla B
Epon 812 52 ml Epon 812 100 ml
DDSA [anhidride MNA |anhidrido
dodecinil succinicol 100 ml de metil nadic) 89 ml
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5z ensayaron los siguisntes tipos de mezclas:

Mezcla A Mezcla B
1, 3 partes 7 partes
2 ' 2 partes 8 partes
3 1,5 partes 8,5 partes

Se agregé DMP-30 (2, 4, é-dimetil aminome!il fenol] en con-
centraciones que variaron desce el 1,5 hasta el 2%. La mezcle
que permitié abtener los mejores cortes fue o propercién 2.8,

cor adicién de 29 de DMP-30.

La preparacion del Epon, deshdratacién, infiltracién e in-
clusién de los ‘ejidos, se hacen en un laboratoric con correcciér
de temperature y humedad relativa, mediante aire acondicio-
nade y deshumidificader; obteniéndose tempercturas de 70¢ F
y humedad relativa del 407%.

Es frecuente observar, que varias horas cespués que el ma-
terial se exlrue de lo estufa, empieza a reblandecerse; siendg
necescrio recalentar nuevamente, por ¥ o 1 hora, antes de sec-
cionarlos.

RESULTADOS

Las microfotografias electrénicas Nos, 1, 2 y 3, muestrar
la preservacién uniferme de los orgarelos celulares, asi como
un mayor contraste de las imdgenes electronomicroscopicas. Se
observa oreservacién homogénea de la matriz del hialoplasme
y del nicleoplasma; indicatives de una polimerizacién unifor-
me de la resina. En algunes inclusiones de tejidos, especial-
mente en aquelles en que fue necesario practicar recalenta-
miento en la estufa, como paso previc a lo ohtencién de sec:
ciones ulirafines, se observaron dafios de polimerizocién; evi-
denciables por hinchamiento y vacuolizacién de las mitocon-
drias y ligera dilatazién de los canaliculos del reticulo endo-
plasmatico y de la cisterna perinuclear (Fig. 4). En algunes ca-
sos, la infiltracién del tejidn por el pléstics, ne fue buena; pre-
sumiblemente cebide a la existencia de residuos de agua en e
tejido por una deshidralacion ineficaz o ¢ una penetracién im-
perfecia de la resina [Fig. 5).

Es frecuen'e obfener compresién de los cortes de tejido,
prcbablemerte causado per el rebote del plastico durante su
Pasaje a trovés de la cuchilla del ultramizrotomo (Figs. 6 y 7).
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Fig. 1. Microfotografia electrénica de una célula granulosa de la
sorteza cerebelnsa del ratén, mostrando buena preservacién del nd-
cleg (N), de las mitocondrias (M), y de los ribesomas libres, los
ruales aparecen esparcidos en tode el citoplasma. Magnificacion:

18.000 X,



Fig. 2. Microfotografia electrénica de dos célolas cultivadas de rifién
de hamster recién nacido (BHK2L). Se observa una preservacidn uni-
forme del citoplasma y nicleoplasnia. Los canaliculos del reticulo en-
doplasmifitico muestran un material grisiceo, de densidad mayor gue el
de la matriz del hialoplasma, Se cbservan nwmeresos ribosomas libres y
adherides a las membranas del retioulo endoplasmitico. La flecha
sefinla una union superficial, semejante a un desmosoman. Magnifica-
clin: 24.000 X.
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Fig. 3, Microfotografia elecirimica de un peolimorfonuclear del ligui-
do sinovial de un paciente con ariritls reumatoidea. Obsérvess la bue-
na preservacién del micleo (N}, de las inclusiones globulares (IG) y
la distribucién de los granulos de gluoedgeno en el eitoplasma. Mag-
nificacion: 24,000 X,



Fig. 4. Microfotografia electrinica de uns dendrita de Pur-
kinje de la corteza cerebelosa del ratén, mostrando una
vacuolizacion marcada de las mitocondrias (M), debido, a-

parentemente, a un dafio de polimerizaciin. Magnificacion:
54000 X.



Fig. 5. Microfotografia electrénica de dos ecélulas granulosas del
cerebelo mostrando dehicencias o agrietamientos (flechas) a mivel
del citoplasma y de la cisterna perinuclear, debido a una infiltra-
cién imperfecta de las céiulas por la resina o a la presencia de

residuos de agua. Magnificacion: 22.500 X.



Fiz. 6. Microfotografia electrinica de Jas células espinosas de la
mucosa oral. Se observa compresién del corte bajo la forma de pliegues
griesos, Magnificacién: 6.000 X,



Fig. 7. Microfotografia electronica de la capa granulosa de la
corteza cerebelosa del raton. El citoplasma y el nicleo apa-
recen comprimidos, mostrando pliegues verticales finos y pa-
ralelos, los cuales se observan como trayeetos de mayor densi-
dad electrénica alternando con espacios de menor densidad
(flechas). Magnificacién: 27.000 X.



DISCUSION

La técnica del Epon fue procticada inicialmente en nuestro
loboratorie, de acuerdo al esquema origina' de Luft!, o tempe-
retura amaiente (84° F v bumedad relotiva del 569 ); no obfe-
niéndose blogues con la dureza, elosticidad y homogereidad
necesarias para lo obtencidn de szccones ulirafinas. Se obtu-
vieron mejores resultados, cuando se comigisren lo temperatura
y humedad relativa amkiental del laberatoria, y cuande se pro-
longaron los tiempos de infiliracion vy polimerizocién. En ofras
latitudes no parece ser indispensable hacer estas modificacio-
nes * & %,

La mezcla que proporciond las mejores secciones ultrafinas,
fue la combinacién dz los componentes A y B en la proporcién
28; lo cugl tiene una dureza equivclente del 30-40% de lg
mezcla de metil mefacrilate en n-but!l metacrilato.

Durante el curse de nuestra experiencia hemos observedo
gue el Epon fiene las siguientes ventajas: 1. Bueno conserva-
cion de los mezclas A y B en refrigeracidn (49 C bajo deseca-
dor, por varios meses. Se utilizaron botellas plasticas, de acuer-
do a la recomendacién de Price’, 2. Estabilidad al bombardeo
de los electrones tucndo se chservan secciones de tejido sin
las membranas de soporte de formvar o de colodién. 3. Buena
tincién con los sales de uranilo y pomo. 4. Mejor contraste en
las imdgenes.

Hemos notado las siguientes desventajus: 1. Dificutades
para la obtencién de las sectiones ultrafinas, siends frecuente
la comoresidn de los cortes debido o lo excesiva elasticidad
del Epen. 2. Por sus prepiedades higroscipicas e: necesario
exagerar los cudados de conservacién de los constituyentes y
de preparacién de lo resing, en ambientes relativamerte secos
(humedad relativa del 402 y frescos (709 7). 3. Aspecto mo-
teado del tejide. 4. Necesidad dz recalentarlo en la estufa,
como pase previo a lo obtencién de los secciones ultrafinas, de-
bido a la captacién ce agua después de la pelimerizacién.

RESUMEN

Se fijoron en glutaraldehico diferentes tejidos blandos y ce-
lulas libres en suspensién, tales como cerebelo de ratén, higado
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de rata, mucosa oral humang, leucocitos de lo sangre y del
licuide sinovial, ¥ células culrivedas 3HK-21. Se fljaror secun-
dariamente en tetradxido de osmio y se incluyeren er Epon. Se
hicieron modificaciones en el esquema de aplicacién de lo féc-
nica criginal del Epan, para su utilizacién en un medio himedo
y cle alta temperatura, debide o los propiedades higroscépicas
de esta resina epéxico. la inclusién se hizo en ambiente con
temperatura de 70° F y humredad relative del 40% ., Se prolongd
el tiempo de infilrracién y de polimerizacidn. Se obtuvieron bue-
nes ‘esultades con lo combinacién de los mezclas A y B en la
proporcién de 2:8, Fue frecuente observar compresidn del tejido
durante la obtencién de las seccionzs ultrafinas. En alguncs in-
clusiones se observé hinchamients y vacuolizacién de las mite-
condrias y dilctacién de los canaliculos y cisternas del reticulo
erdoplasmdtico; lo cual se interpreté como dofie de pclime-
rizac’én,

SUMMARY

Different soft tissues and free cells in suspension such as
mouse cerebellum, rat |ve, oral human mucosa, bleod and
synovial fluid leukocytes ond EHK21 cultured cells were pri-
marily fixed in glutaralcehyde, post-fixed in osmium fetroxide
and embeddec in Zpon., Due to the hygroscopic propertiss of
this epoxy rasin, the embedding procedure was modified in or-
der to be applied in @ wamm ard humid reg'on. Tissue embed-
ding was perfermed at 70°F and at a relative humidity of 40%.
The infiliration and po'ymerization time was prolonged. Safisfac-
tory blocks were obtained with A and B mixtures blended in
the propertion of 2.8, Chatterad sections were frecuently obtai-
ned. In some cases, the mitochondria appeared swollen and
vacuolated. The cisterns and canaliculi of the endoplasmic reti-
culum oppear moderately cistended, These findings were inter-
prefed as polymerization damage.
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“Hay casi tantas interpretaciones de Iz palabra
investigacidn, como personas que pueden pronan-
ciarla, Para el hombre de la ealle, la investign-
cion puede ser tan solo un sindénime de progre-
so, de algo buenc. Para el agente de bolsa de
Wall Street, puede ser un sistema de ventas. Pa-
ra el gue se dedica a la ciencia pura, signifiea
Ia exploracitn de Io desconocido, porgue va en
busca de la verdad, o si preferimos un lenguaje
menos elevado, en bosea de informaciones o rela-
ciones — por ¢l saber mismo, ¥ no para resolver
algin problema especial”.

Leanard 5. Silk
“Invertigacidn centifice: clave del progrese”



“La ereacién de an clima cienti-
fico impliea participar efectiva-
mente en la organizacién cien-
tifica v en las actividades condu-
centes al progreso general de Ia
investigacion, En este sentide la
seguridad que anima al Investi-
gader de gue la revolucion cien-
tifica y tecnolégica es indispen-
sable para impulsar plenamente
el desarrollo, debe ser transmitida
permanentemente a la comunidad.
Bl conceplo de que no hay li-
mites precisos entre la investiga-
cibn pura vy Ia aplicada y de que
ambas se complementan y fertili-
zan mutusmente, blen asimilado
¥a por los cultivadores de estas
disciplinas, debe orientar esta ta-
rea”,

Francisco de Venanzi
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