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Resum

La microscopia electronica de transmissio dins I'ambit de la biologia cellu-
lar és una tecnica consolidada i una eina molt util en la recerca biomedica.
Dins de les microscopies és la que té un limit de resolucié més alt i, per
tant, la fa una técnica molt eficient per interpretar l'arquitectura cetular
i poder relacionar aquesta estructura amb la seva funcié. La innovaci6 i
la millora d’equipaments, juntament amb el desenvolupament de noves
tecnologies, permeten assolir un millor coneixement del teixit biologic,
una millor visualitzacio de les estructures i la identificacio i localitzacié de
molécules. Es defineixen processos i conceptes, valorant els avantatges i
desavantatges de cada tecnica, la imatge i la informacio final que podem
obtenir utilitzant cadascuna.

Paraules clau: microscopia electronica de transmissi, fixacié quimica,
criofixacid, noves tecnologies, informacié de la imatge.

Introduccio

La preparaci6 de la mostra biologica (teixits i célules en cultiu) per
a microscopia electronica de transmissié comporta diferents etapes.
Hi ha un ampli ventall de possibilitats de técniques i processos i la
utilitzacié d’un procés o un altre dependra de la mostra (del tipus
de teixits, céllules, biofilms...), de la mida de I’espécimen en estu-
di, de com puguem obtenir la mostra (laboratori, quirofan, vaixell...),
de 'equipament que tinguem i finalment, i molt important, quin ti-
pus d’informacid volem obtenir de la mostra que estem estudiant (ul-
traestructural, localitzacié molecular, immunolocalitzacio, electro-
tomografia...). Per tant, basant-nos en la informaci6 que es vol obtenir
de la mostra, hem de definir quina és la millor via o vies que podem
utilitzar.

La primera etapa per a la preparacié d’una mostra biologica és la
fixacio. La fixacid és una de les etapes més importants i més critiques
de tot el procés que es portara a terme amb la mostra. Lobjectiu de
la fixacid és aturar lactivitat cellular sense alterar-ne les caracteris-
tiques cellulars ni els components que la conformen ni la distribucié
i preservar l'organitzacié tridimensional interna, la mida i la forma
de la mostra.

El procés de fixacid es pot portar a terme per vies diferents: fi-
xaci6 quimica, criofixaci6 i combinacié de les dues anteriors. La fixa-
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Summary

Transmission electron microscopy is a proven technique in the field of cell
biology and a very useful tool in biomedical research. Of all the types of
microscopy used to date, transmission electron microscopy is the one with
the best resolution limit and therefore it is a very efficient technique for
deciphering cell architecture and relating it to function. Innovation and
improvements in equipment together with the introduction of new tech-
nology have allowed us to improve our knowledge of biological tissues,
to visualize structures better, and to identify and locate molecules. In this
paper, processes and concepts are defined, and the advantages and disad-
vantages of each technique are assessed, describing the image and infor-
mation that can be obtained with each one.

Keywords: transmission electron microscopy, chemical fixation, cryofix-
ation, new technologies, image information.

cié quimica consisteix en I'ds d’un conjunt de components quimics
(glutaraldehid, paraformaldehid, acroleina, tetradxid d’osmi, acetat
d’uranil...), que utilitzats individualment o en una barreja de dos o
més, a diferents proporcions i dissolts en una solucié tampé que actua
com a vehicle, faran de fixador, i es combinaran amb els components
dela céllula, i n’aturaran 'activitat. La fixacié quimica pot comportar
artefactes estructurals i també causar la redistribuci6 d’ions i petites
proteines solubles (Hayat, 2000).

La millor manera, pero, per immobilitzar i preservar I'arquitectu-
ra cellular és probablement la criofixacié. La criofixacié consisteix en
la congelaci6 de la mostra a velocitats molt elevades. Hi ha diferents
sistemes i equips per fer aquest procés: per immersioé en un agent li-
quat, per impacte sobre un bloc metallic préviament refredat, per alta
pressid... Un as o un altre dependran del tipus de mostra i també de
les possibilitats d’equipament del laboratori. L'tinic sistema, pero, que
permet una profunditat de criofixacié optima del voltant de 200 pm
és el sistema anomenat per alta pressi6 (HPF). Aquest consisteix a
aturar lactivitat cellular congelant la mostra a velocitats de més de
10.000 °C/s ia 2.100 bars de pressid. A aquesta velocitat de congelacié
i a aquesta pressio, les molécules d’aigua no tenen la mateixa mobili-
tat i no es formen cristalls (fenomen de nucleacio), i aconseguim el
que sanomena aigua en estat vitri. En molts casos, depenent del ti-
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qualitat de la fixacio, atés que fa pre-
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missio (vegeu la figura 1 —Mascorro
et al., 2007; Bozzola, 2014).

4+ Esquema 1. Fixacié quimica. Principals vies de processament d’'una mostra
biologica partint d'una fixacié quimica. Els nimeros 2, 3,4 i 5 corresponen a
les diferents técniques (Ta: temperatura ambient).
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pus de mostra, es necessita I’s de crioprotectors abans del procés de
criofixacio.

La criofixacio és el sistema més modern de fixacié per preservar la
ultraestructura, pero hem de tenir present la inestabilitat i la sensibi-
litat d’anoxia dels teixits previs a la criofixacio, i aixo fa que en alguns
casos, i en determinats tipus de mostra, la combinacié d’una fixacié
quimica amb criofixacié per HPF pugui ser un procés de compromis
molt valuds (Mobius, 2009; Cortadellas et al., 2012).

Metodologia

Després de I'etapa de la fixacio, la mostra seguira diferents vies de pro-
cessament fins a poder ser observada al microscopi electronic. Les prin-
cipals vies després d’utilitzar una fixacié quimica estan indicades en
lesquema 1.

Teécnica 1. Fixacio quimica, métode convencional
(esquema 1)

Si la mostra ha estat fixada quimicament seguira un procés de post-
fixacio, generalment amb tetraoxid d’osmi, i aquesta etapa millora la

4 Figura 1. Fixacid quimica, deshidratacic, inclusid. a) Capillar de rony6 i
barrera de filtracié. Barra: 2 pm. (Cortesia de Fausto Pardo i Ramon Gomis,
Institut d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer, IDIBAPS). b)

Melsa infectada de malaria, Plasmodium yoelii (—). Barra: 5 um. (Cortesia
d’Hernando del Portillo, Lorena Martin i Mireia Ferrer, Centre de Recerca en
Salut Internacional de Barcelona, CRESIB). ¢) Detall del bacteri Clostridium
bifermentans. Barra: 200 nm. (Cortesia de Ricard Guerrero i Laura Villanueva,
Universitat de Barcelona en collaboracié amb la Unitat de Microscopia
Electronica, Campus Casanova, Universitat de Barcelona).
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Valoracioé de la técnica. Avan-
tatges. La major part de mostres biologiques poden ser fixades i pro-
cessades per aquest metode. La fixacié quimica no necessita cap tipus
d’equipament especial i es pot fer en qualsevol entorn (laboratori,
quirofan...). El bloc amb la mostra es manté durant molts anys.

Desavantatges. Pot comportar artefactes estructurals (Durfort,
1993). Es poden produir modificacions en el volum cellular per canvis
osmotics. Pot causar la redistribucié d’ions i petites proteines solubles.

Imatge i informacio. La imatge que obtenim és una imatge contras-
tada, amb membranes ben definides i facil de focalitzar al TEM. Podem
treballar amb una bona area de I'especimen i la fixaci6 és homogenia.
Aquesta via de processament ens permet fer estudis previs a I’optic,
estudis ultraestructurals, deteccid i localitzacid de residus de sucres
amb I'ts de lectines i or coloidal, técniques citoquimiques, digestions
enzimatiques, electrotomografia i tecniques de localitzacié molecular
amb nanogold (nanoparticules d’or) o quantum-dots (metode de prein-
clusio) (vegeu l'esquema 1). Permet fer tecniques correlatives de micros-
copia Optica amb microscopia electronica.

Teécnica 2. Fixacidé quimica, métode PLT

de crioinclusié (esquema 1)

A partir d’una fixacié quimica podem també fer el que s'anomena pro-
cés PLT (progressive lowering temperature). Aquest tipus de procés és
especific per a técniques d’'immunolocalitzacié i d’hibridacié in situ.
S’utilitza generalment una fixaci6 aldehidica suau. La deshidratacio es
fa baixant progressivament la temperatura des de 4 °C fins a -35 °C.
Aquest metode, treballant a temperatures per sota de 0 °C, redueix I'ex-
traccié dels components de la mostra i minimitza la desnaturalitzacié
de les proteines. Seguidament la mostra s’inclou a -35 °C en resines
acriliques (Lowicryls, LRWhite, LRGold...). Aquestes resines acriliques
es caracteritzen per una baixa viscositat, sén miscibles en aigua, son
majoritariament hidrofiliques quan polimeritzen i tenen bona estabili-
tat al feix electronic, i a més polimeritzen amb llum ultraviolada, cosa
que fa que es preservi I'antigenicitat del teixit (vegeu la figura 2) (Hobot,
1989; Carleman et al., 1982).

Valoracio de la tecnica. Avantatges. Métode rapid i facil per a la
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Seccio

i

4 Figura 2. Fixacié quimica, PLT, crioinclusié. Immunolocalitzacié. a) Doble
localitzacié de xaperones DnaK (») (15 nm or) i GroEl (—) (5 nm or) en
Escherichia coliamb cossos d‘inclusio i utilitzant anticossos de la mateixa
especie (barra: 200 nm). b) Detall ampliat de la imatge a (barra: 50 nm). ¢)
Detall esquematic de la técnica. (Cortesia de Marta Carrié i Antoni Villaverde,
Universitat Autonoma de Barcelona amb la collaboracié de la Unitat de
Microscopia Electronica, Campus Casanova.)
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localitzaci6 de proteines o per a la localitzacié d’una seqiiéncia génica
mitjangant hibridaci6 in situ. Es poden fer marcatges o colocalitzaci-
ons utilitzant or colloidal de diferents mides. Aquest metode permet
la colocalitzacié amb anticossos provinents de la mateixa especie incu-
bant per les dues cares del tall ultrafi. La utilitzacié de resines acriliques
permet un 5 % del contingut aquoés de la mostra. El bloc amb la mostra
es conserva durant anys.

Desavantatges. Sila quantitat de proteina per localitzar o la seqtién-
cia génica és baixa, sera dificil obtenir senyal per aquest metode i sera
millor utilitzar el metode de Tokuyasu, que és més sensible. Cal un
equip comercial per fer la técnica o bé un sistema home-made.

Imatge i informacio. La imatge permet identificar bé les estructures.
Les membranes son molt poc electrodenses i en general la mostra té un
contrast suau, cosa que fa que el marcatge amb or destaqui facilment
sobre I'estructura que estem marcant. Es una técnica bona per a técni-
ques d’immunolocalitzacié i d’hibridaci6 in situ. Per a técniques cor-
relatives, cal visualitzar la mostra per microscopia optica i la mateixa
zona que hem valorat observar-la després per microscopia electronica.

Técnica 3. Fixacid quimica, técnica de Tokuyasu
(esquema 1)

La tecnica de Tokuyasu esta basada en el crioseccionament de la mostra
i dirigida a utilitzar posteriorment les técniques d’immunolocalitza-
ci6. En aquest cas la fixacié quimica que es portara a terme sera a bai-
xes concentracions d’aldehids per tal de preservar I'antigenicitat de la
mostra. La mostra s"ha d’englobar en gelatina i posteriorment infiltrar
amb sacarosa; posteriorment s’ha de muntar sobre un portamostres
especific (pin) i s’ha de congelar immediatament en nitrogen liquid. Fi-
nalment s’ha de crioseccionar en un crioultramicrotom a temperatures
entre —-80 °C i -140 °C. Sobre les seccions ultrafines (80-100 nm) s’ha
de fer la immunolocalitzacié i finalment aquests talls s"Than de contras-
tar i incloure en metilcellulosa (una fina capa que engloba el tall i que
permet la inclusid i 'assecament sense que es produeixi retraccié de la
mostra) (Tokuyasu, 1973; Liou et al., 1996).

Valoracié de la técnica. Avantatges. Les proteines es mante-
nen en l'estat aquds (sense deshidratacié de la mostra ni inclusi6 en
resina). Alta eficiéncia en la immunolocalitzacid, molt util per a anti-
gens presents en baixes quantitats. Molt bona definici6 dels sistemes

membranosos intracellulars. El meétode permet obtenir resultats en
dos dies.

Desavantatges. La crioproteccié en sacarosa pot comportar proble-
mes de reduccié del volum cellular i algunes proteines solubles es po-
den perdre, ja que la fixacié que normalment es fa és suau. El contrast
és baix i dificulta Pobservaci6 en el microscopi. Hi ha dificultat en el
crioseccionament de determinades mostres. La mostra s"ha de mante-
nir congelada en nitrogen liquid.

Imatge i informacio. La mostra té un contrast suau, perd les mem-
branes i els compartiments cellulars s'observen molt bé. Es una técnica
especifica i molt util per a tecniques de localitzacié molecular.

Técnica 4. Fixacié quimica, criofixacio, métode hibrid,
inclusio (esquema 1)

Hi ha proves que assenyalen que la fixacié quimica per si mateixa pro-
dueix menys alteracions o artefactes significatius que els que produei-
xen les etapes posteriors a la fixacid, com son la postfixacid i el procés
de deshidratacid. El metode hibrid consisteix a fixar la mostra quimi-
cament i posteriorment crioprotegir-la (generalment en sacarosa) i cri-
ofixar-la (per exemple, per HPF) o congelar-la en nitrogen liquid (si la
mostra és de mida gran, més d’1 mm?). A continuacid la mostra segueix
el procés de criosubstitucio, que consisteix en I'eliminacié de I'aigua de
la mostra a temperatures al voltant de -90 °C mitjangant]’as de solvents
organics, i en aquest cas utilitzarem com a solvent organic el metanol, ja
que aquest és miscible amb la sacarosa. Aquest medi de criosubstitucid
contindra, a més del solvent organic, diferents tipus de fixadors quimics
que es determinen en funcié de la mostra i tipus d’estudi que vulguem
fer, i que ens permetran una millor preservaci6 ultrastructural i con-
trast (vegeu la figura 3) (M6bius, 2009; Sosinsky et al., 2008).

Valoracio de la técnica. Avantatges. Es pot evitar I'anoxia en al-
guns teixits si es fixen primer quimicament (per exemple: sistema ner-
vids, amb temps de disseccio llarg abans de criofixar la mostra). Subs-
tituim el procés de deshidratacid pel de la criosubstitucio, ja que aquest
és menys agressiu, ja que es fa a molt baixes temperatures (-90 °C).
Possibilitat de treballar amb una mostra gran i tenir una fixacié ho-
mogenia.

Desavantatges. Partim d’una fixacié6 quimica que pot comportar
canvis estructurals de la mostra. Necessitem un equipament comercial
o un sistema home-made.

Imatge i informacio. Mostra una bona preservacié de la ultraestruc-
tura amb una imatge semblant a la d’una criofixaci6. Serveix per fer
estudis ultraestructurals, detecci6 de residus de sucre (tecniques amb
lectines i or colloidal), técniques citoquimiques, digestions enzimati-
ques, tecniques correlatives (Optiques i electroniques i electrotomogra-
fia per TEM).

Técnica 5. Fixacié quimica, métode hibrid,
crioinclusio (esquema 1)

Aquest procés s’utilitza per fer tecniques d’immunolocalitzacié. La fi-
xacié quimica ha de ser suau per tal de mantenir I'antigenicitat de la
mostra, i tot seguit hem de crioprotegir la mostra en sacarosa; poste-
riorment hem de fer la criosubstitucié (FS) a =90 °C. Al medi de crio-
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substitucié podrem afegir també diferents tipus de fixadors quimics.
Un cop feta la criosubstitucié es comenga a pujar la temperatura per
fer la inclusié de la mostra en resines acriliques. La pujada de tempe-
ratura dependra del tipus de resina en qué vulguem incloure finalment
la mostra; aixi, arribarem a -35 °C per a Lowicryl K4M o a -50 °C per
a Lowicryl K11M. Finalment cal polimeritzar amb llum ultraviolada.
(Mobius, 2009; Sosinsky et al., 2008).

Valoracio de la tecnica. Avantatges. El procés de criosubstitucid
permet preservar millor les estructures cellulars. El métode permet in-
cloure en diferents tipus de resines acriliques i a diferents temperatures.

Desavantatges. Requereix un equipament comercial o un sistema
home-made. Hi ha dificultat en el seccionament depenent del tipus de
resina acrilica utilitzada.

Imatge i informacio. El contrast és suau, el marcatge amb or destaca
facilment sobre I'estructura que estem marcant. Es una técnica bona
per a técniques d’'immunolocalitzacié i d’hibridacié in situ. Es pot fer
tant per a microscopia optica (semifins, marcatge amb or colloidal i
intensificacié en plata) o per a microscopia electronica (ultrafins, mar-
catge amb or colloidal).

Técnica 6. Criofixacio, FS, inclusio (esquema 2)

La mostra provinent d’una criofixacid, per alta pressié (high pressure
freezing, HPF), pot seguir diferents vies de processament, i una seria fer
el procés de criosubstitucié (FS) amb I’ts de diferents solvents organics
(acetona, alcohol, metanol...) per tal de substituir el contingut aqués de
la mostra per un solvent organic que ens permeti incloure posterior-
ment la mostra. En el medi de criosubstitucié podrem afegir-hi dife-
rents tipus de fixadors quimics (glutaraldehid, tetraoxid d’osmi, acetat
d’uranil...) i a diferents proporcions (en funcié de la mostra i el tipus
d’estudi) per tal de preservar millor les estructures i intensificar-ne el
contrast. Durant el procés d’escalfament els fixadors quimics comen-
cen a actuar: acetat d’uranil actua en el moment en que les carregues
negatives dels acids nucleics i grups fosfat son accessibles, el tetraoxid
d’osmia -70 °C1i el glutaraldehid entre -40 °Ci-30 °C. Tenint en comp-
te que el procés de criosubstitucid es fa generalment entorn de -90 °C,
després s’anira incrementant gradualment la temperatura de la mostra
fins arribar a temperatura ambient i posteriorment cal fer la inclusi6

¥ Figura 3. Fixacié quimica, criofixacid, metode hibrid. a) Visi6 general del
fetge. Hepatocits (H), canalicles biliars (—), céHules de Kupffer (KC) en un
sinusoide. Barra: 1 um. b) Detall del citoplasma. Mitocondri (M), reticle
endoplasmatic (ER) i ribosomes (—). Barra: 0,2 um. (Unitat de Microscopia
Electronica, Campus Casanova.)
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en resina epoxy, i després el seccionament de la mostra i l'observacié
(vegeu la figura 4) (Giddings, 2003; Hurbain et al., 2011; Mielanczyk et
al., 2014)

Valoracio de la técnica. Avantatges. Es la millor manera de pre-
servar l'arquitectura cellular. El temps de processament de mostres
crioimmobilitzades no és superior a la de metodes quimics. La qualitat
de la fixacié depén de la mida de I'espécimen i de la composicid, com és
el cas que la mostra contingui agents anticongelants de manera natural
o0 que tingui poc contingut aquds.

Desavantatges. Tot i que hi ha protocols de rutina, sovint cal modifi-
car les condicions de treball experimentalment, per a cada mostra, per
tal d’evitar la formacié de cristalls (canvi del crioprotector, del porta-
mostres mateix...). La mida de la mostra ha de ser entorn de 2 mm de
diametre i 200 pm de gruix.

Imatge i informacio. Molt bona preservaci6 ultrastructural, les
imatges donen sensaci6 de turgencia, es mantenen els microtubuls, li
manca, pero, la definicié de membrana a la qual estem acostumats amb
la fixacié quimica. Aquesta via de processament ens permet fer estu-
dis abans de ’0ptic, estudis ultraestructurals, deteccié i localitzacié
de residus de sucres amb I’s de lectines i or coloidal, técniques
citoquimiques, digestions enzimatiques, electrotomografia, analisi
elemental per EFTEM (energy filtered electron microscopy) o per SIMS
(secondary ion mass spectrometry).

Tecnica 7. Criofixacio, FS, crioinclusié (esquema 2)

A partir d’una criofixacié també podem fer tecniques d’immunoloca-
litzacié i hibridacié in situ. El procés seria com I’anterior, tot i que gene-
ralment s’utilitza acetona com a solvent organic i sempre cal tenir cura
dels tipus de fixadors quimics que utilitzem i les proporcions (opcional-
ment podem no utilitzar cap fixador quimic), ja que cal mantenir I'anti-
genicitat de la mostra. Després de la criosubstitucid, i igual com amb
el metode 5, podrem incloure en diferents tipus de resines acriliques a
diferents temperatures i polimeritzar finalment amb llum ultraviolada
(McDonald, 2009; Hurbain et al., 2011; Mielanczyk et al., 2014).

Valoracio de la técnica. Avantatges. La criosubstitucid, junta-
ment amb la criofixacid, aconsegueix una molt bona preservaci6 de les
estructures cellulars i a la vegada manté I’antigenicitat de la mostra. El
metode ens permet incloure en diferents tipus de resines acriliques i a
diferents temperatures i el bloc es manté durant anys.

Desavantatges. Els mateixos que en el procés anterior de criofixa-
ci6-FS-crioinclusié. La visualitzacié de la mostra durant el procés, la
realitzacid dels blocs i l'orientacié de la mostra, té certa dificultat.

Imatge i informacid. Bona preservacié per a la localitzacié mole-
cular (immunolocalitzacio, hibridacié in situ...). Aquesta via de pro-
cessament ens permet fer estudis previs amb el microscopi optic de la
immunolocalitzacié amb or colloidal i intensificacié amb plata, i també
d’immunolocalitzacié amb or colloidal en sobreseccions ultrafines.

Técnica 8. Criofixacio, FS, rehidratacio, técnica
de Tokuyasu
La mostra criofixada per HPF i criosubstituida es pot tornar a hidratar,
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temperatura i sota buit, i la mostra un cop
assecada pot ser inclosa en qualsevol tipus

Criofixacid
e resina i seccionada elmann, .
d da (Edel 2002
10 9 11 L. . -
- . Técnica Cemovis. Consisteix a con-
Criosubstitucié 1 ) ! ., .

.(_?(,J c), " Criofractura ‘ ’ Crioassecament gelar la mostra per a ta pressio, criosec-

(+ fixacié quimica . . . .
6 opcional) cionar-la i crioobservar-la directament al
8 microscopi electronic; aquesta tecnica ens
Inclusié (T a.) permet veure el teixit en el seu estat hidra-
. . 7 s .
Ultramicrotomia (T. a.) pehidratacié tat, sense haver tret 'aigua de la mostra i,
Crioultramicrotomia per tant, en el seu estat més natural (Dub-

Crioproteccié (-140 a-160 °C) .
Crioinclusié f ochet et al., 1987; Al-Amoudi et al., 2004).

Ultraestructura
(de —35 -80°C) Congelacié
v

Crioultramicrotomia
(-80°Ca-140"°C)

Localitzacié residus de sucre l
Ultramicrotomia (T. a.)

Tomografia electronica

Localitzacié molecular Localitzacié molecular

Tomografia per SEM

4+ Esquema 2. Fixacio per criofixacié. Principals vies de processament d'una
mostra biologica partint d'una criofixacié. Els nimeros 6,7, 8,9, 101 11
corresponen a les diferents técniques. (Ta: temperatura ambient).

D I I R R R I I A AR A Y

iseguir a continuacio la técnica de Tokuyasu per crioseccionar-la. Des-
prés de la criosubstitucio es fa una rehidratacié de la mostra, procés que
es porta a terme entre 0 i 4 °C, i durant aquest procés les mostres sén
fixades amb glutaraldehid, ja que la fixaci6 quimica durant la criosubs-
titucio és insuficient. Posteriorment les mostres segueixen la técnica de
Tokuyasu, son crioprotegides amb sacarosa, muntades en un pin, con-
gelades en nitrogen liquid i crioseccionades entre -120 °C i -140 °C. Tot
seguit es fa la immunolocalitzacié i la inclusié en metilcellulosa per a
microscopia electronica o en Moviol per a microscopia optica (Ripper
et al., 2008).

Valoracio de la técnica. Avantatges. Es una técnica que combina
la preservacié ultraestructural de la criofixacié amb un sistema d’im-
munolocalitzacié molt eficient. Es interessant per a mostres de fixaci6
quimica dificil, com llevats, bacteris, plantes, insectes...

Desavantatges. La mida petita de la mostra, ja que partim d’una
criofixacid. Possibles artefactes durant la rehidratacié. Requereix un
equipament de criofixacio.

Imatge i informacio. Contrast suau, pero les membranes i els com-
partiments cellulars s'observen molt bé. Es una técnica especifica i atil
per a tecniques de localitzacié molecular de mostres que puguin tenir
dificultats per ser fixades quimicament.

A partir de la mostra criofixada, perd, podem dur a terme altres
tecniques, com:

Criofractura (freeze-fracturing). Consisteix a congelar la mostra i
fracturar-la de manera que obtinguem dues cares de fractura, i de les
cares es fa una réplica amb carboni-plati a diferents angles i sobserva
al microscopi.

Crioassecament (freeze-drying). Aquesta técnica consisteix a crio-
fixar la mostra i extreure I'aigua de la mostra per sublimacio6 a baixa
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Crioobservacié
(técnica Cemovis)

Aplicacions. Totes aquestes técniques es
poden aplicar a diferents tipus de teixits

Ultraestructura
Tomografia electrénica
(CET)

animals (per exemple: fetge, melsa, cer-
vell...), célules en cultiu (en monocapa, so-
bre substrats, en medi liquid...) i en teixits
vegetals (per exemple: fulles, llavors, pol-
len...). Com a exemples podem esmentar els estudis ultrastructurals de
la incorporacié de nanoparticules en teixits vius, les immunolocalitza-
cions (com la proteina del factor de creixement fibroblastic 8B (FGF-8b)
(fibroblast growth factor) en els estudis de la malaria, en les biopsies cli-
niques (renals, epiteli nasal...), per a 'estudi de les anomalies esperma-
tiques, aixi com en els estudis de fongs patogens en plantes, entre altres.

Conclusions

La microscopia electronica de transmissio és essencial per entendre el
funcionament de cellules i teixits, ens permet visualitzar les estructures
a un alt nivell resolutiu i relacionar la funcié del seus components, i a
més ens permet detectar i localitzar molécules in situ. Es, pero, molt
important determinar, conéixer i evitar artefactes que poden donar lloc
a interpretacions erronies de la ultraestructura cellular. Es molt impor-
tant, doncs, considerar les diferents microscopies i técniques, poder
treballar-hi, valorar els resultats i comparar-los, per tal d’arribar a una
bona conclusié final.

¥ Figura 4. Técnica 6. Criofixacid, FS, inclusio. a) Estructura embrionaria
(miracidi) de Mediogonimus jourdanei (trematode), centriol (—), cilis

(»), nucli (N) i citoplasma (C) (barra: 0.5um) (cortesia de Jordi Miquel,
Universitat de Barcelona). b) Tricocist (—) de dinoflagellat (cortesia d’Esther
Garces, Institut de Ciéncies del Mar, CSIC). ¢) CélHules Caco-2 ¢ directament
criofixades sense crioproteccid, coated-pit (punta de fletxa) i autofagosomes
(—) (cortesia de Carles Enrich, Universitat de Barcelona, en collaboracié
amb la Unitat de Microscopia Electronica, Campus Casanova, Universitat de
Barcelona).

I R R I R R R I I A I I R R A N I I I AT Y
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