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TECNICAS RADIOAUTOGRAFICAS
(Parte Practica)

Angela M. Ubios - Romulo L. Cabrini
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RADIOAUTOGRAFIA

Preparacion del animal

Se le administrara una determinada cantidad de isétopo radiactivo, teniendo
en cuenta: el peso del animal (o su edad), el tiempo medio biolégico y el periodo de
semidesintegracién del nucleido. Esto contribuye a determinar el momento adecuado
para el sacrificio del animal, para obtener una buena imagen radioautografica.

La cantidad de nucleido a inyectar debera ser lo suficientemente baja como
para no dafiar al animal y no alterar su metabolismo.

Una vez cumplido el tiempo previsto se sacrifica el animal. En este momen-
to comienza el procesado.

Procesado

1) Fijacion: Es fundamental para el éxito de las radioautografias que durante
la fijacion quede inmovilizado el is6topo utilizado. Esta debera ser inmediata y se
utilizara una cantidad de fijador suficiente como para permitir una penetracién ade-
cuada en los tejidos a estudiar. No debe olvidarse que la fijacién persigue la con-
servacion de los elementos en la misma forma en que estaban "in vivo'.

El fijador mas recomendable es el formol neutro (Formol 20% - carbonato
de calcio a saturacién) y el Carnoy.

Pueden emplearse otros fijadores, como el Bouin o el Rossman, pero tienen
el inconveniente de que por tener acido picrico producen un velamiento del material
sensible, aumentando de ese modo el "background" de la radioautografia.

En el caso de is6topos solubles es necesario utilizar técnicas especiales,
como ser cortes por criostato o el método de Altmann - Gorsh, siguiendo luego un
procedimiento especial.

Para microscopia electronica, se utilizan los fijadores habituales en estas
técnicas, no habiendo contraindicaciones precisas al respecto.

2) Inclusién: Puede hacerse la inclusién en parafina, siguiendo los pasos
tradicionales, cuidando que los tiempos a emplearse en cada uno de ellos no sean
exagerados para impedir la colucién del nucleido, o su decaimiento.

Una vez pasado el tiempo necesario para obtener una buena fijacién de la pie
za, se procede a la deshidratacién de la misma, lo que se obtiene por medio de al-
coholes en grado creciente (alcohol 80°, 96, 96°, 100°, y 100”) cuando la pieza



esti totalmente deshidratada se sumerge en un liquido intermediario de la parafina,
este puede ser xilol o benzol. Luego se pasa a la parafina. Para que la inclusion
sea realmente tal, la parafina debe penetrar profundamente en la pieza. Para ello
se la coloca en la parafina fundida, en la estufa, y se hacen dos pasajes hasta que
puede hacerse el taco, momento en el cual se deja enfriar la pieza en la parafina

a temperatura ambiente.

3) Cortes: Se haran en un micrétomo adecuado y deberan tener el mismo es-
pesor, para obtener una imagen radioautogrifica comparable.

Debe cuidarse especialmente que los portas esten bien desengrasados, para
ello puede utilizarse una mezcla de ferrocianuro de potasio 5% y bromuro de potasio
1%; previo al montaje, para favorecer la adhesién de los cortes a los mismos y evi-
tar el desprendimiento en los sucesivos pasos de la técnica radioautografica, sumer
girlos en una solucién de gelatina cromada: 5 gr. de gelatina y 0,5 gr. de alumbre
de cromo por litro de agua destilada.

Estos cortes se desparafinan con xilol, y luego se procede a la hidratacion
de los mismos lo que se consigue siguiendo el camino inverso al anterior, es decir,
pasandolos por alcoholes sucesivos en grado decreciente luego de lo cual se los lle
vara a agua destilada.

En estos momentos se elegiri si se sigue con la técnica radioautografica o
se colorea. Esta eleccién serid fundamental para algunos colorantes, no asi para
otros. Lo habitual es colocarlos luego de efectuado el revelado. Para la coloracién
de Feulguen se recomienda hacerlo antes.

Una vez efectuados estos pasos se puede proceder a la preparaci6n de la ra-
dioautografia. Para ello pueden elegirse varios métodos de los cuales los que méas
se utilizan actualmente son los métodos del "dipping" y del "stripping film'". Ambas
técnicas se desarrollardn en el transcurso de la practica.

Método del "dipping"

Es actualmente el més difundido. Su técnica es de ficil realizacion, lleva
muy poco tiempo en la mismay es de mayor sensibilidad que el "stripping film",
lo cual hace que los tiempos de exposicién sean menores. Para este método se uti-
lizan emulsiones radioautograficas, que comercialmente vienen en forma de gel.
Hay varios tipos de ellas. Una vez elegido el tipo adecuado, se deben seguir los si-
guientes pasos:

La emulsién debe ser retirada de la heladera varias horas antes de ser uti-
lizada, para que vaya adquiriendo gradualmente la temperatura ambiente. El alma



cenaje de la emulsién en la heladera a alrededor de 4° C debe observarse siempre
para evitar el envejecimiento prematuro de la misma.

Para que el gel pase al estado liquido, se coloca la gelatina en un bafio tér-
mico de aproximadamente 45°C. Para obtener una distribucién uniforme en la mis-
ma, se dejara por lo menos durante 30 minutos antes de ser utilizada. Esta emul-
sién puede ser utilizada directamente o diluida 1:1 6 1:2 en agua destilada.

El portaobjetos con el corte se sumerge lentamente dentro de la emulsién,
dejandolo dentro de ella durante algunos segundos, para luego retirarlo también len-
tamente; de esta forma se evita la formacién de burbujas y se hace un contacto con
la emulsion lo mas parejo posible.

Los cortes, se colocan en soportes especiales y se procede 2l secado de los
preparados, el que debe ser muy cuidadoso.

El secado también se hace en el cuarto oscuro frente a un ventilador, aproxi
madamente 4 horas. Una vez que las radioautografias han completado su secado se
colocan los preparados en cajas herméticas a prueba de luz donde se completara la
exposicion . El tiempo de exposicién dependera del nucleido empleado y de la activi-
dad de los cortes; se prefiere hacerla a 4°C (en heladera).

Este tiempo depende de varios factores: energia y tipo de emisién del nuclei-

do, actividad especifica en el drea del corte donde se localiza el is6topo, tipo de ma
terial sensible.

Método de ''stripping Film"

E} "stripping film'' consiste en una capa de emulsién sensible de pocos mi-
gropes de espesor que tiene un soporte de gelatina, y ésta a su vez un soporte que
gonsiste en una placa de vidrio; la emulsion sensible queda en la superficie de la
piaca radioautografica. Hay diferentes tipos de emulsién para "stripping' con
pualidades de sensibilidad y resolucién diferentes.

Las placas deben desecarse cuidadosamente antes de ser usadas ya sea s0-
metiéndolas a la accidén de un disecante durante algunas horas, o sumergir la placa
en alcohol de 70°y luego en alcohol de 100° durante algunos minutos.

Para este método, una vez seguidos los pasos anteriormente citados, y colo-
cados los preparados en agua destilada durante algin tiempo, se seguiran los siguien
tes pasos:

Con un bistur{i afilado se procederi a cortar la emulsién en porciones que cu-
bren totalmente el porta-objetos. Primeramente se hace un corte en los cuatro cos
tados de la placa a 1 em del borde, luego un corte longitudinal central y cortes trang
versales.



Con la extremidad del bisturfi se levanta una de las puntas de la emulsién y
luego con una pinza de puntas finas se procede al desprendimiento de la misma, de
la placa de vidrio. Este debe ser lento, porque si es rapido se produce una forma-
cién de luz que velara la placa.

La emulsién desprendida se colocari er un recipiente de vidrio que conten-
ga agua destilada a 10°C, cuidando que la parte sensible quede hacia abajo, el reci-
piente no deberi haber sido usado con drogas para revelar o fijar, porque podrian
quedar restos de ellas con los consiguientes inconvenientes.

Se esperan aproximadamente 3 minutos para que el film se extienda en for-
ma pareja en el agua.

Luego el portaobjetos se introduce en el recipiente con el corte hacia arriba
y se coloca por debajo del film de manera que queden en contacto el corte con la
emulsién. El portaobjetos con el film se retira lentamente para evitar la formacion
de burbujas y cuidando que el film cubra totalmente el porta.

Se procederi al secado, que se hace de la misma manera que en el método
del "dipping".

Se colocan los cortes en cajas herméticas a prueba de luz sellando los bor-
des de la misma, con cinta aisladora negra, y se lleva a la heladera hasta comple-
tar el tiempo de exposicion.

Con este método el tiempo de exposicién suele ser mis prolongado que con
el método del "dipping". Sus ventajas respecto del método del "dipping' consisten
en que la emulsién esté distribuida en forma mas parejay uniforme. Por otra parte
el material sensible del "stripping film'' puede almacenarse durante un tiempo mucho
mayor que las emulsiones para "dipping"

Revelado

No ofrece diferencias entre ambos métodos. Hay varios tipos de revelado-
res, el mas usado es el tipo D 19 (Kodak). Los fijadores pueden también variar y,
el mas generalmente usado es el tipo F5 Kodak.

Para efectuar el revelado los portaobjetos expuestos se introducen en el
revelador (18 6 19° C) durante aproximadamente 5 minutos. Luego se los deja por
unos segundos en agua destilada, para pasar inmediatamente al fijador, en el cual
se los dejara el doble del tiempo en que la emulsion tarda en ponerse transparente.

Una vez realizados estos pasos, se lavaran las radiografias en agua desti-
lada, aproximadamente 30 minutos.



Tanto el fijador como el agua destilada deben estar a 7° C para evitar la
pérdida de la emulsién o el desprendimiento del "stripping".

Coloracién

Se podra hacer, como dijimos, antes o después de efectuada la técnica des-
cripta. Las coloraciones que pueden hacerse son numerosas y dependeran del ob-
jetivo que se persigue.

También podrian observarse los preparados sin colorear, si esto fuera con

veniente, como por ejemplo para la medicién microdensitométrica.

Ohbhservaciones microscépicas

Una vez efectuadas estas técnicas, durante la prictica, se procedera a la
observacién microscépica de preparados revelados, en los cuales se estudiaran
los sectores en donde se han acumulado los granos de plata de la emulsién.



