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Efectos del secado en punto crítico y secado en terbutanol en el 
tamaño de levaduras y eritrocitos humanos 
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Resumen 

Uno de los problemas más frecuentes observados en muestras biológicas al micros- 
copio de rastreo (SEM) es la disminución de tamaño de los especímenes, lo cual se 
ha asociado con el método de secado. En el caso de secado en punto crítico (SPC), 
esta reducción se calcula entre 20 y 80% pero, para el secado en terbutanol (STB) 
aún no se ha calculado. Se estudió el tamaño de las levaduras de Candida albicans y 
Phaeoannelomyces werneckii y de eritrocitos humanos procesados para SEM me- 
diante SPC y STB, y contraste de fases. Las células se lavaron tres veces con 
amortiguador de fosfatos y se fijaron con glutaraldehído al 2,5% en el mismo 
amortiguador a 4°C por 2h. Se procesaron por duplicado sobre membranas 
policatiónicas de poli-L-lisina, se deshidrataron y se secaron en SPC y STB; se 
cubrieron con 200 A de oro y se analizaron al SEM (Hitachi S-570). El tamaño real se 
obtuvo en el microscopio de contraste de fases. Los resultados mostraron que, a 
pesar de las variaciones rnorfológicas presentes en las células estudiadas, hubo una 
disminución del 34,4 y 21,3% aproximadamente en el tamaño de los eritrocitos pro- 
cesados por SPC y STB, respectivamente. Se discuten las variaciones en el tamaño 
del espécimen durante el procesamiento para SEM. 

Summary 

One of the most frequently repotted problems when using the scanning electron mi- 
croscope (SEM) to observe biological samples, is the decrease of the specimen size, 
a problem which has been associated with the chosen method of drying. In the case of 
critica1 drying point (CDP), this reduction is calculated at between 20% and 80% but 
has still not been calculated for the terbutyl alcohol freezedrying method (TFD). The 
size of Candida albicans and Phaeonnelornyces werneckii yeasts and processed hu- 
rnan erythrocytes were studied by SEM using CDP, TFD and phase-contrast. 

The cells were washed three times with a phosphate buffer and fixed with 2.5% glut- 
araldehyde in the same buffer at 4°C for 2 hours. They were processed in duplicate 
over polycationic membranes of poly-L-lysine, dehydrated and dried using CDP and 
TFD. They were covered with 200 A of gold and analyzed in the SEM. The real size 
was obtained in the phase-contrast microscope. The results showed that in spite of 
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the morphological variations presented in the studied cells, there was a shrinking of 
approximately 34.4% and 21.3% in the size of the eryhrocytes processed by CDP and 
TFD respectively. The variations of specimen size during the SEM process are dis- 
cussed. 

El microscopio electrónico de rastreo (MER) ha 
sido ampliamente utilizado para estudios 
morfológicos de di ersos tipos de células y teji- Y dos, tanto en estados normales y patológicos 
como bajo condiciones experimentales; pero su 
USO ha sido limitado en análisis cuantitativos de 

7,2-7,4, centrifugando a 2.000 rpm por 10 
minutos. Después del último lavado, se fijó el 
botón de células con glutaraldehído al 2,5% 
agregándolo gota a gota con agitación constante 
y se dejó por 2h a temperatura ambiente con 
rotación continua. Las levaduras se colocaron a 
4°C. Después de la fijación, se lavaron tres veces 
con AF v se orocesaron oor duolicado sobre ~ ~ , ~ ~~ 

,~ ~~~~ ~ - 

cüal se ha asociado tratamientos previos membranas ~olicatiónicas de poli-L-lisina sobre 
empleados durante Se ha sustratos de vidrio sin agarosa (Hernández etal. 
estudiado el efecto de bs diversos fijadores, sus 
concentraciones, la de los agentes des- 
hidratantes y sobre odo de los métodos de 
secado, ya sea en teji os animales, vegetales, 
esporas de hongos o c lulas aisladas, entre otros 
(Boyde & Boyde 1980, 1 skelinen & Saukko 1983, 
Beckett & Porter 1984). Los métodos de secado 
han sido los más comúnmente involucradoscomo 
causantes del arrugamiento y disminución del 
tamaño del espécimen. En el caso del secado en 
punto crítico (SPC), est reducción se ha calcu- 
ladoentre20-80%, pero, t n el casode secadocon 
terbutanol (STB), esta reducción aún no se ha 
evaluado. El presente trabajo pretende calcular y 
compararel efectodel SPC y STB en el tamaño de 
Candida albicans y Phaeoannelomyces (Aereo- 
basidium) werneckii y de eritrocitos humanos 
durante el procesamiento para MER y micros- 
cooio de contraste de fases (MCF). 

Material y métodos 

Células: se estudiaron una cepa de C. albicans 
(Ch-10) y una de P. werneckii (C-62) de la 
micoteca del Centro de Mitología de la 
Universidad de Costa Rica. Los análisis se 
hicieron a pariirdecultivosfrescos de24-48 horas 
incubados a 22°C en agar Sabouraud. Los 
eritrocitos se obtuvieron de una muestra de 
sanarevenosade unode los autores (JY). tomada 

1986), sedeshidrataron y sesecaron en SPCcon 
etanol-CO, (HITACHI HCP-2), evacuando a una 
velocidad de un litro por minuto, y en secado por 
congelación-sublimación (freeze dying, FD) con 
terbutanol (Freeze Dryer VFD-20). Las láminas 
de vidrio se observaron en un microscopio 
estereoscópico y se montaron sobre bases de 
aluminio para MER con puentes de pintura de 
plata; se cubrieron con 200 A de oro (cobertor 
iónico con magneto, ElKO 18-3) por dos minutos 
(0,05 Torr, 10mA-350V) para aumentar su re- 
flectividad electrónica y se observaron el MER 
(HITACHI S-570) a 15 KV, con una resolución de 
30 A. Las fotos se tomaron a una distancia de 
trabajo de 11 mm, sin inclinación, a magni- 
ficaciones entre 900X a 10.000X con película 
Kodak VP-120 (Verichrome Pan Film) ISO 125. 

MCF: las células, después de los lavados pos- 
teriores a la fijación, se colocaron entre porta y 
cubreobjetos en AF para evaluar el efecto del 
glutaraldehído (GA) durante el proceso de fija- 
ción. Las medidas control se hicieron en células 
lavadas tres veces con solución salina isotónica 
(0,9%), centrifugando a 200 rpm por 10 minutos, 
sin fijar. Las fotografías se tomaron con película 
Kodak (Panatomic-X Film) ISO 32 en un 
fotomicroscopio (NIKON Optiphot), a una 
maqnificación de 400X. 

~ ,. 
sin Grniquete y con EDTAcomo anticoagulante. Analisis estadístico: los especímenes, 
Los ensayos se realizaron inmediatamente trocitos o levaduras, se midieron directamente 
después de la donación. sobre las fotografías con un vernier (calibrador). 
MER: las células estudiadas se En el caso de los eritrocitos, se midió el diámetro 
vecescon amortiguadordefosfatos pH de aquéllos que no presentaranalteraciones mor- 
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fológicas evidentes y en las levaduras se se- En la tabla 2 se muestra el porcentaje de reduc- 
leccionaron las células sin gemación. Para pro- ción para cada uno de los métodos de secado en 
pósitos de medición, se asumió que los glóbulos las células estudiadas. 
rojos eran circulares, las formas de C. albicans 
esféricas y las de I? werneckiielipsoides; en este 
último caso, se midieron los ejes longitudinal y 
transversal. Para cada tipo de ensayo se hicieron 
las mediciones por triplicado y se tomó el 
promedio de cada una. Se aplicó la prueba t de 
Student para la comparación entre medias, con 
un grado de confianza del 99%. 

En este estudio, el secado mediante PC y TE 
preservó la morfología de las células (figuras 1 a 
12) pero disminuyó significativamente (p<0,005) 
SU volumen en relación con las mediciones con- 
trol, hechas de las células al MCF sin previa 
fijación. El SPC presentó en todos los casos un 
porcentaje de reducción significativamente 
mayor que el STB (p<0,005). 

Resultados Se observó, además, un incremento significativo 
En la tabla 1 se muestran los datos obtenidos de (pc0,Ol) en el volumen de las células fijadas con 
los diámetros medidos para las células obser- GA de 3,3% para C. albicans, 8,9% para el 
vadas al MCF sin fijar (NF) y fijadas con GA y al diámetro longitudinal deI? werneckiiy 6% parael 
MER secadas por SPC y STB. diámetro transversal. 

Tabla 1. Diámetros de las células estudiadas observadas Tabla 2. Porcentaje de reducción en las células secadas en 
en microscopio de contraste de fases y electróni- punto crítico y terbutanol 
co de rastreo 

Celulas %de reducción enMER 
M. CONTRASTE FASE M. ELECTRONICO RASTREO SPC STB 

NF GA SPC STB 
Eritrocitos 

Eritrocitos C. aibicans 39.9 22,l 
n 60,O 18,O 45,O 63,O P. werneckii 50,8 47,5 

x (pm) 8.6 82 5,6 6,7 Longitudinal 26,7 156 
2DS (wm) 138 1,28 0,78 1,48 Transversal 47,O 
Rango (pm) 7,l-10,3 7,2-9,O 4,9-6,4 4,845 

44,O 

MER: microscopio electrónico de rastreo 
C. albicans 

n 63.0 37.0 100,o 100,O Discusión 
x ( ~ m )  6-1 63 3,O 32 

2DS (wm) 2,26 254 1,26 1,36 

Rango (pm) 3,5-9,4 3,9-9,5 1,t-4,4 1,7-1,5.2 

P. werneckif 
Longitudinal 

n 74,O 26,O 73,O 80,O 

x Cm) 9,O 9,8 6,6 7,6 
20s @m) 3,46 3,44 2,38 3,9 
Rango (wm) 4,7-14,l 7,4-15.0 3,7-9,O 3.5-12,2 

Transversal 
n 74,O 26,O 73,O 80,O 

x (wm) 5,O 5,3 2,155 2,8 

(wm) 1,5 1,0 1,4 144 
Rango (pm) 3,6-7,9 4,l-6.5 1,4-4,l 1,3-4,l 

NF: no fijados 
GA: fijados can glutaraldehido 
SPC: secado en punto crítico 
STB: secado en terbutanal 

A pesar de la variedad moriológica entre las cé- 
lulas estudiadas y aun entre las levaduras de la 
misma especie, se observó al igual que se había 
descrito en otros estudios, una considerable 
reducción del volumen de los especímenes 
procesados por SPC y STB, lo cual se demuestra 
por una reducción del diámetro de las células. 
Boyde y Boyde (1980), usando extremidades 
embrionarias de ratón, mostraron una reducción 
del volumen post-SPC de aproximadamente 40% 
para tejidos fijados con GA y 44% para tejidos 
postfijados con Oso,. También observaron una 
mayor reducción en SPC que en FD. Eskelinen y 
Sakkuro (1983) han informado una reducción del 
24% para eritrocitos normales procesados con 
SPC, lo cual es considerablemente menor a lo 
encontrado en nuestro estudio que muestra una 
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Figuras 1-4. Microgralias a, MER uc crtructus Ii~nianos prOCCs30Gs por C ~nctoao oe po -L- s n a  y secaoos en pJntG 
cr tic0 (SPC) y terb~tanol T-6) No se ooservan alteracorns moilologcas ebideites. Figuras 1-2. 900 x oarra' 20 ..m. 
Flguras 3-4. 10.000 x; barra: 3 pm. 
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Figuras 5-8. Micrografías al MER de levaduras de Candida albicans procesados por el método de poli-L-lisina y secados en punto 
crítico (SPC) y terbutanol (STB). No se obsetvan alteraciones motiológicas evidentes. Nótese la formación de pseudomiceiio (figura 
5) y los puntos de gemación (figuras 7-8). Figuras 5-6. 1500 x; barra 20 ym. Figuras 7-8. 10.000 x; barra 3 pm. 

193 
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Figuras 9-12. Micrografias al MER de levaduras de Phaeoannelornyces wernecki procesados por el metodo de poli-L-lisina y secados en 
punto critico (SPC) y terbutanol (STB). No se observan alteraciones rnorlológicas evidentes. Nótese los puntos de gemación (figura 9). 
Figuras 9-10. 1.500 x; barra 20 pm; Figuras 11-12. 10.000 x; barra 3 wm. 
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reducción de34,9% paraSPC y 22,1% paraSTB. 
Después del proceso de secado, los eritrocitos y 
las levadurasse encogen, loquese reflejaen una 
disminución del volumen haciéndose más 
pequeños; estos cambios al parecer no sólo 
dependen del método de secado sino del uso o no 
de fijador y del tipo de fijador utilizado, pues, en 
ese mismo estudio, las células fijadas con GA 
pero no procesadas para MER, mostraron un 
aumento en el área del 60% aproximadamente. 
Nosotros hemos obtenido un ligero aumento del 
3,3% para C. albicans y del 6-9% ,aproxima- 
damente para FI werneckii Probablemente el GA 
forma uniones cruzadas con proteínas de la 
membrana celular y con moléculas del cito- 
plasma. En relación a los glóbulos rojos fijados 
GA, nose obtuvoel incrementoal igual que en las 
otras células estudiadas, debido a que la muestra 
analizada (n=18) se consideró poco represen- 
tativa. El mismo estudio demuestra cómo el GAal 
2% transforma los eliptocitos en estomatocitos en 
un medio hipotónico cuando éste se mezcla 
rápidamente; pero, si se agrega lentamente es 
posible prevenir la deformación celular y la 
hemólisis. 

Adiferencia de otros estudios, nose evidenciaron 
alteraciones en la membrana celular como agu- 
jeros, invaginaciones o espiculas; las células 
estudiadas mantuvieron su morfología inicial, lo 
cual concuerda con el mismo estudio donde se 
explica que la postfijación con 0 s  previene el 
efecto osmótico de la fijación del GA, pre- 
servando la forma celular. Se ha sugerido un 
fenómeno de miniaturización por la presión del 
ambiente y del alto vacío acompañado de la 
evaporación de solventes, lo cual puede ser 
demostrado midiendo el volumen total de las 
células y comparándolo con el volumen seco de 
las mismas. Se ha demostrado también menor 
arrugamiento usando técnicas de aire seco en 
lugar de SPC. Boyde y Boyde (1980) muestran, 
además, cómo el uso del etanol como fluído 
intermedio en el SPC con COZ presenta más 
arrugamiento del espécimen que el SPC usando 
freón 113 (tricloro-trifluro-etano, F113)-COZ, tanto 
en tejidos animales como vegetales, reco- 
mendando este último como líquido intermedio; 

en caso de usarse la técnica etanol-COZ deben 
procesarse bloques pequeños de tejidos con 
tiempos prolongados de sustitución. 

Estudios realizados en esporasfúngicas (Beckett 
et al., 1984) muestran que el tamaño de éstas al 
MER varían de acuerdo al procedimiento por el 
cual fueron preparadas, encontrándose mayor 
variación al emplear SPC (34%) que FD. Se 
concluye, de nuevo, que el SPC produce mayor 
arrugamiento que FD (STB), coincidiendo con 
nuestro estudio en cada una de las células 
estudiadas. En tejidos vegetales, Boyde y Boyde 
(1980), haciendo ensayos en tomate mostraron 
una reducción en el volumen del 25%. Nuestros 
hallazgos, además de confirmar los estudios 
anteriores, muestran que el porcentaje de reduc- 
ción del tamaño varía con el tipo de espécimen. 
Los procesos de fijación químicay deshidratación 
pueden causar cambios químicos y físicos en los 
componentes macromoleculares de las paredes 
celulares, membrana y citoplasma (Beckettetal., 
1984). Una reducción de la constante dieléctrica 
en lacual está embebido el espécimen, junto con 
la remoción del agua celular pueden también 
contribuir a los cambios en el volumen. 

Estas reducciones del volumen por SPC pueden 
ser reducidas en cierto grado, según Lee et al. 
(1979) y Boyde y Boyde (1980), mediante post- 
fijaciones pre-SPC, con osmio (Os), acetato de 
uranilo (AcU) y cloruro de cetilpiridio (CPC), que 
parecen tener un potencial útil, principalmente los 
dos Últimos. Lee et al. (1979), usando cultivos de 
células musculares lisas obtuvieron una 
retención del 74% del volumen celular original, 
realizando un postratamiento con AcU después 
de la fijación con GA y postfijación con 0s. El 
papel tanto del AcU como CPC no es muy claro, 
pero parece involucrarlas acción de lascargas de 
los radicales acetato y cetilpiridio. Sin embargo, 
este método requiere de una visualización rápida 
al MER, pues el tejido tiende a una reducción 
rápida de volumen durante el almacenamiento. 
Los posteriores trabajos deben estar enca- 
minados a investigar la acción de varios 
polianiones y policationes para formar uniones 
estables que ayuden a prevenir el colapso del 
espécimen, cuando el agua es reemplazada 
por solventes menos polares durante el SPC. 
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Conclusiones 

La disminución del tamaño de los especímenes 
durante el proceso de secado es la desventaja 
más grande que se presenta cuando se aplica el 
MER a estudios cuantitativos. Este estudio, así 
como otros anteriores, demuestran que el 
procesamiento más comúnmente usado de SPC 
con etanol-CO,, no es el mejor debido a la gran 
reducción en el volumen original del espécimen, 
aunque se preserva la morfología. El SPC 
presenta mayor alteración del volumen y mayor 
arrugamiento que el STB; en ambos métodos de 
secado esa pérdida de volumen varía de un 
espécimen a otro, tanto en tejidos animales como 
vegetales, presentando estos últimos menor 
daño que los animales. Esta reducción entre los 
tejidos animales depende probablemente del 
contenido de agua celular y de la ausencia de 
pared que, en el caso de células vegetales, actúa 
como soporte. Se ha involucrado a la reducción 
del volumen un fenómeno de miniaturización, 
evaporación de solventes y presión del ambiente 
durante el proceso (alto vacío), dado por la 
reducción del volumen seco de la célula. El efecto 
del SPC se puede prevenir en parte con 
tratamientos posteriores a la postfijación, lo cual 
podría emplearse también en el STB. La fijación 
con GA tiene un efecto osmótico en los tejidos 
fijados produciendo ligeros aumentos en el 
volumen celular. 
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