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Aplicacion del método de coagulacién de plasma al estudio ultraestructural
de especimenes biolégicos.
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Abstract: Biological particulate specimens, including Saccharomyces cerevisiae yeast, bovine spermatozoa and hu-
man blood cells (normal erytrocites and leukemic cells) were processed for scanning and transmission electron mi-
croscopy using the coagulated plasma technique. The specimens were suspended in frozen and thawed plasma; later,
coagulation was induced by adding CaCly. The clot was cut into small pieces and processed as tssue fragments. The
technique is an useful tool when processing biological particulate specimens for electron microscopy.

Key words: Electron microscopy technique, ultrastructure

El procesamiento de materiales biol6gicos
en particulas para microscopia, como células
aisladas, protozoos, levaduras y bacterias, es
€ngorroso y consume mds tiempo que el reque-
rido para muestras tisulares. Parte del problema
estriba en la necesidad de centrifugar las sus-
pensiones de especimenes cada vez que se
cambia un reactivo (fijadores, amortiguadores,
alcoholes y medios de inclusién), con pérdida
frecuente de material (Hemandez et al. 1986).
Los problemas son més evidentes cuando se re-
quiere hacer cortes para microscopia, especial-
mente electrénica, ya que la centrifugacién de
las particulas se dificulta por la alta densidad
de las resinas de inclusién empleadas. Ademads,
este proceso puede inducir un empaquetamien-
to excesivo de los especimenes.

Al menos para microscopia de luz estos pro-
blemas han sido solucionados con el método de
plasma-trombina (De Girolami 1972, De
Girolami & De Girolami 1988). El método fue
descrito inicialmente para el andlisis citolégico
endometrial (De Girolami et al. 1966) y poste-
riormente adaptado a otros especimenes en sus-
pensién, como liquidos de derrame, sedimentos
urinarios, lavados bronquiales, géstricos y sus-
pensiones de pardsitos (De Girolami 1988)

En dltima instancia el método del codgulo
de plasma constituye la transformacién del ana-
lisis de un frotis, en un proceso histolégico con
seccionamiento y tincién del material. Esta téc-
nica podria utilizarse en el estudio ultraestruc-
tural de especimenes biolégicos en particulas,
tanto al microscopio electrénico de transmisién
(MET), como al de rastreo (MER).

En el método de plasma-trombina (De
Girolami 1972, De Girolami & De Girolami
1988) 1a muestra en particulas se resuspende en
una alicuota de plasma y se coagula con trom-
bina. Aunque la duracién de la trombina es re-
lativamente corta, cuando ésta se emplea en
pruebas cuantitativas de coagulacién (24 a 48
horas a 4°C o 15 dias a -20 °C), su actividad
coagulante puede mantenerse por periodos ain
mayores de un mes (De Girolami 1972) lo que
es util para fines cualitativos, como en el méto-
do que se describe. No obstante, su precio obli-
ga a buscar otras opciones de menor costo. Una
alternativa es el uso de CaCly para formar un
codgulo de plasma, cuyos resultados presenta-
mos en este informe.

Los materiales en particulas utilizados fueron
suspenciones de células sanguineas humanas
(eritrocitos normales y leucocitos leucémicos),
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Saccharomyces cerevisiae y espermatozoides
bovinos. Esas suspenciones se fijaron con glu-
taraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfa-
tos (GA) o con solucién fijadora de Karnovsky
(Karnovsky 1965), durante 45 minutos a tem-
peratura ambiente. Luego se lavaron tres veces
en el amortiguador de fosfatos, centrifugando a
1000 g durante 10 minutos cada vez y se resus-
pendieron en dos o tres gotas de plasma.

El plasma empleado se obtuvo de una mues-
tra de sangre venosa citratada, centrifugada a
1000 rpm durante 5 minutos. Luego se congel6
y descongelé sucesivamente cinco veces a fin
de romper las plaquetas. Posteriormente, se
centrifugé a 5000 rpm por 10 minutos para eli-
minar los restos plaquetarios.

Para formar el codgulo con la muestra resus-
pendida en plasma, se adicioné un volumen de
CaCly (0.025 M) semejante al de plasma, se
agit6 manualmente y se incub6 a 37°C durante
3 minutos para obtener un codgulo. Si éste no
se formd, se agregé méds CaCl, y se incub6
nuevamente hasta obtenerlo. El plasma debe
ser fresco y tanto éste como el CaCl, deben es-
tar a 37°C para favorecer la coagulacién; este
procedimiento se basa en la prueba hematoldgi-
ca conocida como tiempo de recalcificacién
(Séenz, Altmella & Jiménez 1973). Los codgu-
los con la muestra se fijaron con GA o solucién
de Karnovsky por un minimo de 30 minutos, se
lavaron en el amortiguador y se cortaron en
fragmentos de ca 1mm? o de aproximadamente
2 x 3 x 5 mm y se fijaron nuevamente con
Os0y4. Los fragmentos pequefios se procesaron
para ultramicrotomia y se analizaron al MET;
los otros fragmentos se sometieron a criofractu-
ra (Bullivant 1970), secado por sublimacién en
alcohol terbutilico (Inoué & Osatake 1988) y se
analizaron al MER.

Los codgulos de plasma, con las muestras in-
cluidas, brindan un soporte a los especimenes, el
cual permite procesarlas facilmente para MER o
MET (Figs. 1 a 4). Ademas, facilita la criofrac-
tura de los especimenes (Figs. 1a y 2a), permi-

tiendo observar detalles internos, como se apre-
cia en la fig. 2a, en la cual aparecen eritrocitos
fracturados en diferentes planos, mostrando su-
perficies de fractura con apariencia similar a la
observada en las secciones analizadas al MET
(Fig. 2b). No obstante, en la superficie externa
de los eritrocitos se observan irregularidades,
que podrian deberse a depdsitos de fibrina, fe-
némeno que no se presenta con las otras células
(Figs. 3y 4).

Entre las ventajas del método, pueden citar-
se: economia de tiempo, facilidad de trabajo,
reduccién en las pérdidas de especimenes y dis-
tribucién homogénea de éstos en la prepara-
cién. Esto tltimo se logra diluyendo la muestra,
lo cual es beneficioso cuando‘se tienen voliime-
nes escasos, por ejemplo en la biisqueda de cé-
lulas malignas en sangre periférica o el andlisis
de alicuotas de esperma bovino provenientes de
un banco de semen.

La observacién de superficies externas de
especimenes biolégicos en particulas, se obvié
con el uso de membranas policatiénicas de po-
li-L-lisina (DeMaiza et al. 1975, Hernandez e ¢
al. 1986). Sin embargo, su andlisis mediante
criofractura-importante para estudiar estructu-
ras intracelulares- no puede hacerse mediante
ese método, pero resulta relativamente simple
incluyendo el espécimen en un codgulo de plas-
ma como se muestra en este informe.
Obviamente, los especimenes deben ser ultraes-
tructuralmente estables a 37° C, lo cual no ocu-
rre con algunas células malignas (De Girolami
1990 com. pers.). Ademads, si el plasma que se
utiliza presenta plaquetas se favorece la coagu-
lacién; pero en el andlisis ultraestructural éstas
representan un problema, por lo que se rompen
mediante congelacién y descongelacidn, para
liberar sus fosfolipidos y se eliminan sus restos
centrifugando a mayor velocidad.

Se concluye que el método del codgulo de
plasma puede utilizarse para la preparacién de
materiales bioldgicos en particulas para analisis
al MET o MER.
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Fig. 1: Levaduras (Saccharomyces cerevisiae). 1a. Grupo de levaduras observadas al MER (Barra = 3jum). 1b. Una levadura
en divisién, cortada longitudinalmente, MET (Barra = 1pm). Fig. 2. Eritrocitos normales de origen humano. 2a. Especimen
procesado mediante criofractura y analizado al MER (Barra =3um). 2b. Cortes ultrafinos mostrando secciones transversales
de los eriwocitos, MET (Barra = 3um). Fig. 3. Células leucémicas humanas, MET (Barra = 3m). Fig. 4. Espermatozoide bo-
vino, la flecha sefiala la vaina mitocondrial, MET (Barra = 1{im).
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