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RESUMEN

Los estudios de ultraestructura celular en material particulado como bac-
terias, virus y células en suspension requieren de un manejo especial, es
por esto que se han desarrollado técnicas como la de coagulo de plasma,
la cual se aplic en un modelo experimental de fagocitosis. Se realizaron
analisis de Microscopia Electronica de Transmision y de Barrido observan-
dose claramente cuatro etapas de la fagocitosis. Se considero una relacion
de 10 particulas de levadura por PMN como la proporcion mas eficiente
para la observacion del proceso fagocitico, igualmente se determind muy
corto el periodo de incubacion de 20 minutos para alcanzar la fagocitosis
en su totalidad. La técnica del coagulo de plasma mostro muy buenos
resultados en preparaciones para TEM conservando la integridad de las
células, no obstante, esta técnica presento inconvenientes al observarse
en MEB debido a los componentes fibrosos del codgulo que impiden una
observacion de la muestra, adhiriéndose a las superficies produciendo
artefactos y deterioro en éstas.

ABSTRACT

Studying ultrastructure cell in particle material such as bacteria, virus and
cells suspension require special handling. For that reason, it has been deve-
loped techniques like plasma coagulate with phagocytosis as experimental
model and analyzed by transmission electronic microscopy (TEM) and
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scanning electronic microscopy (SEM). Four stages of phagocytosis were observed. The efficient proportion to
observe the phagocytosis process was 10 particles per NPM (Nuclear Polymorphic), although 20 min as a incubation
period was very short to reaching the total process. Applying this technique, cells conserved their integrity to obtain
good quality preparation for TEM. In contrast for SEM samples which kept coagulate fiber components adhered to
the surface, producing devices and cell deterioration was observed.

INTRODUCCION

Los estudios de la ultraestructura celular en microscopia
electronica requieren de la aplicacion de unas técnicas
semejantes a la microscopia optica, sin embargo,
puesto que se van a observar las estructuras con mayor
detalle, estas técnicas son mas delicadas y sus protoco-
los son mas exigentes y costosos. Esto ha llevado a que
los investigadores constantemente estén explorando,
desarrollando y estandarizando metodologias y técnicas
de aplicacion rutinaria en el laboratorio como en este
caso para estudios de material particulado.

Los especimenes biologicos tales como bacterias,
virus, células en suspension como las sanguineas,
los cultivos y fracciones celulares, deben tener un
tratamiento especial en su manejo para los estudios
de ultraestructura celular. Para el manejo de estos se
han desarrollado varias técnicas [1,2] con diferentes
aplicaciones en estudios de enfermedades parasitarias
y ultraestructurales [3], sin embargo la aplicacion de
esta técnica ha sido poco explorada en estudios de
procesos celulares como la fagocitosis en los cuales
se hacen analisis comparativos por microscopia elec-
tronica de transmision y de barrido. De otra parte, la
aplicacion de un modelo experimental de la fagocitosis
[4,5] ha representado un potencial de investigacion
con diferentes aplicaciones entre ellas los fenomenos
de la respuesta inmune humoral y celular asi como el
desarrollo de técnicas de estudio mas detalladas como
la inmunolocalizacion de moléculas en las células y
tejidos como la inmunocitoquimica [6,7,8]. Por este
motivo el desarrollo y aplicacion de estas técnicas asi
como la utilizacion de estos modelos experimentales por
medio de microscopia electronica son una herramienta
de gran aplicacion para diversos estudios en la biologia
Celulary Molecular. [9,10]

El presente articulo tiene como obijetivos: aplicar meto-
dologias y protocolos para analisis de la ultraestructura
celular en Microscopia Electronica de Transmision y de
Barrido, igualmente pretende estandarizar la técnica de
coagulo de plasma para estudios de material particulado
en un modelo experimental de fagocitosis, por tal motivo
representa un documento de referencia para estudios
de Microscopia Electronica.

METODOLOGIA
Montaje del modelo experimental de la fagocitosis

Se obtuvo 5 ml de sangre humana de un adulto sano del
cual se separo linfocitos polimorfonucleados (PMN) por
gradientes de densidad con Mono-Poly Resolvin Medium,
igualmente se recogieron 10 ml de sangre con heparina
para a partir de este obtener suero autologo que se incor-
pord a los tubos donde se llevo a cabo la reaccion.

Posteriormente, se procedié a preparar las suspen-
siones celulares de PMN y levaduras Saccharomyces
cerevisiae de la siguiente forma:

Para los PMN se realizo un conteo del total de células
con un hemocitometro en tampon de fosfatos a pH de
7.4 [11,12]. De las levaduras se prepararon suspen-
siones de particulas en tres proporciones a ensayar
asi: 5 particulas por PMN, 10 particulas por PMN, y
27 particulas por PMN [13] las cuales se prepararon
a partir de una suspension patron estéril. Se hicieron
pruebas de viabilidad celular con azul de tripan [11] para
establecer el buen estado de los linfocitos.

La reaccion se monto en tubos de ensayo y se llevo a
cabo al mezclar la suspension de 2.5x 106 PMN en un
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volumen de 400ul y la suspension de particulas de le-
vadura en las diluciones anteriormente mencionadas en
un volumen de 100 ul. Todos los tubos se llevaron a un
volumen final de 1 ml con suero aut6logo. Se prepararon
controles con PMN solamente y se procedio a incubar
a 37° C en bafo de agitacion durante 5 y 20 minutos.
La reaccion se termino al agregar 900 ul de tampon de
fosfatos de sodio pH 7.4 en bafio de hielo.

Montaje del material en Coagulo de plasma

Después de detener la reaccion las células se centrifuga-
ron a 2000 r.p.m. durante 5 minutos y se resuspendieron
con fijador de Karnovsky durante media hora, se lavaron
tres veces con tampon de fosfatos 0,1 M pH 7,4. Se
toma una muestra y se realiza montaje en placas para su
observacion en microscopia de luz con azul de toluidina.
Seguidamente se postfijaron con tetroxido de Osmio al
1% durante media hora, con tres lavados posteriores en
Tampon a 2000 RPM hasta formar un boton celular.

El coagulo de plasma se preparo obteniendo 5 ml de
sangre empleando citrato de sodio al 3.8% en solucion
salina al 0.9% como anticoagulante. La sangre se
homogeniza lentamente y se procede a separar los eri-
trocitos a 2500 r.p.m. durante 5 minutos. Se transfiere
el plasma a otro tubo de ensayo colectando también
la capa de células blancas aunque arrastre eritrocitos,
se homogeniza y posteriormente rompa las plaquetas
congelando y descongelando las muestras dos veces.
Se centrifuga a 5000 r.p.m. durante 30 minutos se
emplea el sobrenadante y descarta el boton de células
blancas y residuos de plaquetas. El plasma que se ob-
tiene se emplea para formar los coagulos que van a dar
soporte la muestra particulada segun la modificacion
de Hernandez y colaboradores 1991.

A partir de las muestras en coagulos se procede a deshi-
dratar con gradientes ascendentes de etanol e incluidas
en resina spurr, posteriormente cortadas en grosores de
90 nm, recogidas en rejillas y se observan en Micros-
copio Electronico de Transmision (TEM) H7100 Hitachi
[14]. Las Muestras procesadas para Microscopia Elec-
tronica de Barrido (MEB) se deshidrataron en gradientes

ascendentes de etanol, se secaron con secado de punto
critico, recubiertas en cobertor ionico con una capa de
20 nm Oro-Platino para posteriormente ser observadas
en MEB S-570 Hitachi [14].

RESULTADOS

Los analisis de microscopia electronica de transmision y
Barrido muestran diferentes etapas del proceso de la fago-
citosis lograndose establecer cuatro etapas. [15, 16,17]

Aproximacion. En esta etapa se observan como
los linfocitos PMN se aproximan produciéndose la
emision de seudopodos por parte de la membrana y
el citoplasma desprovisto de granulos. En esta etapa
la célula fagocitica entra en contacto con numeroso
material e identifica la particula para ser fagocitada.
(Figura1. Ay B)

Englobamiento. Una vez la senal fagocitica ha sido ge-
neraday transmitida la célula responde con la extension
de seudopodos alrededor de la particula y eventualmen-
te la encierra dentro de la vacuola fagocitica. La figura 3
muestra un PMN el cual esta rodeado de particulas de
levaduray en su interior muestra diferentes etapas de del
proceso de englobamiento en un tiempo de 20 minutos
de incubacion y en una proporcion de 1 PMN por 20
particulas de levadura demostrandonos que al cabo de
este tiempo ya se ha experimentado el proceso.

Destruccion intracitoplasmatica o lisis. Esta etapa
requiere que la célula haya extendido seudopodos
alrededor de la particula hasta que los bordes de la
membrana se fundan y encierren la misma para formar
una vacuola fagocitica o fagosoma. Los analisis en
TEM muestran que hay una migracion de los granulos
hacia la vacuola fagocitica, igualmente se aprecia la
presencia de un numero considerable de granulos los
cuales han ocasionado un deterioro en la pared celular
de la levadura. (Figura 4.A 'y B).

La observacion de las diferentes etapas de la fago-
citosis a través de microscopia Electronica confirma
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Figura 1. Ay B. Micrografia electrénica de transmision mostrando diferentes grados de aproximacion de un linfocito polimorfonucleado (PMN)y la
emision de seudopodos sobre la levadura (Le).
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Figura 2. (A) Micrografia electronica de Barrido mostrando la adherencia de los PMN sobre las particulas de levadura (Le). (B) Micrografia Electronica
de Transmision en la cual se aprecia la presencia de granulos y el estrecho contacto de la membrana con la levadura. ( )

la integridad de las células apreciada en la prueba de
viabilidad con azul de tripan realizada en el momento
de llevarse acabo la reaccion. Es importante destacar
que el modelo experimental de fagocitosis mostro muy
buenos resultados, determinandose que la proporcion
de 10 particulas de levadura por PMN permitieron
mejores resultados para los analisis de las etapas de
la fagocitosis. Igualmente se observo que los linfocitos
conservaron la integridad y ultraestructura analizada en
el grupo control. (Figura 5). De otra parte, se aprecia
que la metodologia de coagulo de plasma dio muy
buenos resultados para MET pero presentd problemas
en los analisis de MEB pues los componentes fibrosos

del coagulo contaminan la muestra dificultando la ob-
servacion. (Figura 6).

CONCLUSIONES

El desarrollo de los protocolos y la metodologia para andlisis
ultraestructural en MET y MEB para muestras bioldgicas dio
buenos resultados. La aplicacion del modelo experimental
de fagocitosis y el procesamiento de las muestras para MET
y MEB fueron correctamente aplicados al observarse que
no se presento dario celular, manteniéndose la integridad
de la ultraestructura celular.

Se considero una relacion de 10 particulas de leva-
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Figura 3. Micrografia Electronica de Transmision de un PMN en la cual Figura 5. Micrografia Electronica Barrido mostrando neutréfilos en los
se aprecian diferentes etapas del proceso fagocitico con levaduras. a) cuales se aprecian las extensiones festoneadas, tipicas de una célula
totalmente internalizada, b) parcialmente, c) rodeada por la membrana, normal capaz de desarrollar la funcion fagocitica.

d) contacto de la membrana con la levadura.

Figura 4. (A) Micrografia Electrénica de Transmision en la cual se observa
un PMN con una particula de levadura (Le) totalmente internalizada con
numerosos granulos (punta de flecha) dirigiéndose al fagosoma. ().
(B) Detalle de granulos (Gr) adhiriéndose al fagosoma

Figura 6. Micrografia Electronica de Barrido mostrando numerosas
fibras, y un detalle de la misma en la parte superior en la cual se aprecia
la fibrina (flecha) producto del codgulo de plasma obstaculizando la
observacion de las células.
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dura por PMN como la proporcion mas eficiente para
la observacion del proceso fagocitico, igualmente se
determind muy corto el periodo de incubacion de 20
minutos para alcanzar la fagocitosis en su totalidad, al
observarse la migracion de granulos hacia el fagosoma
pero no la fusion y descarga de estos en la vacuola con
posterior destruccion intracitoplasmatica, por lo que se
consideraria extender el tiempo de reaccion a dos horas
con muestreos a intervalos regulares.

La técnica del coagulo de plasma mostro muy buenos
resultados en preparaciones para TEM pudiéndose ob-
servar la ultraestructura celular sin dano, no obstante,
esta técnica presento inconvenientes al observarse en
MEB debido a los componentes fibrosos del coagulo que
impiden una observacion de la muestra, adhiriéndose
a las superficies produciendo artefactos y deterioro de
las muestras.

Se propone hacer una aplicacion de la técnica de
coagulo de para estudios de TEM y para estudios de
MEB hacer uso de técnicas como Bloque de agar base
0 poli-L-lisina las cuales permiten obtener imagenes
mas limpias
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