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TECNICAS RADIOAUTOGRAFICAS 
(P a r te  P rác tica )
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RADIO AUTOGRAFIA

P re p a ra c ió n  del an im al

Se le a d m in is t r a rá  una de te rm in ad a  cantidad de isótopo rad iac tivo , teniendo 
en cuenta: e l peso  de l an im al (o su edad), e l t iem po medio biológico y e l periodo de 
sem ides in teg rac ión  del nucleído. Esto  contribuye a d e te rm in a r  el mom ento adecuado 
p a r a  e l  s ac r if ic io  del an im al, p a ra  ob tener una buena im agen rad ioau tográfica .

La cantidad de nucleido a inyec ta r  d eb erá  s e r  lo sufic ien tem ente  baja  como 
p a r a  no d a ñ a r  al anim al y no a l t e r a r  su m etabo lism o.

Una vez cumplido e l tiem po p rev is to  se sa c r if ic a  e l an im al. En e s te  m om en­
to com ienza  el p rocesado .

P ro cesad o

1) F ija c ió n : Es fundam ental p a ra  e l éxito de las  rad ioau tograf ia s  que durante  
la fijación quede inm ovilizado el isótopo u tilizado . E s ta  d eb erá  s e r  inm ediata  y se 
u t i l iz a rá  una cantidad de f i jado r  suficiente como p a ra  p e rm i t i r  una penetrac ión  ade­
cuada en los te jidos  a e s tu d ia r .  No debe o lv idarse  que la fijación p ers igue  la con­
se rv ac ió n  de los e lem en tos  en la  m ism a  fo rm a  en que es taban  "in vivo".

El f i jado r  m ás recom endable  e s  e l  fo rm ol neu tro  (F orm ol 20% -  carbonato  
de ca lc io  a sa tu rac ión)  y el C arnoy.

Pueden e m p le a rs e  o tro s  f i jad o re s ,  como e l Bouin o e l R ossm an , p e ro  tienen 
e l inconveniente de que por t e n e r  ácido p fc r ico  producen  un velam iento  del m a te r ia l  
sens ib le ,  aumentando de e se  modo e l "background" de la rad ioau tograffa .

En e l caso  de isótopos solubles e s  n ece sa r io  u t i l iz a r  té cn ica s  e sp ec ió les ,  
como s e r  c o r te s  po r  c r io s ta to  o e l método de Altmann -  G orsh , siguiendo luego un 
p roced im ien to  e sp ec ia l .

P a r a  m ic ro sco p ía  e lec tró n ica ,  se u ti lizan  los f i jado res  hab ituales  en e s ta s  
té c n ic a s ,  no habiendo con tra ind icac iones  p r e c i s a s  al re sp ec to .

2) Inc lus ión : Puede h a c e r s e  la inclusión en para f ina ,  siguiendo los pasos 
t r a d ic io n a le s ,  cuidando que los tiem pos  a e m p le a rs e  en cada uno de e l lo s  no sean 
ex ag e rad o s  p a ra  im p ed ir  la polución del nucleído, o su deca im ien to .

Una vez pasado el tiem po n e c e sa r io  p a ra  ob tener  una buena fijación de la pie 
za, se p rocede  a la d esh id ra tac ión  de la m ism a ,  lo que se obtiene po r  medio de a l ­
coholes en  g rado  c re c ie n te  (alcohol 80° , 96° , 9fi° , 100D , y 100° ) cuando la p ieza



e s tá  to talm ente desh id ra tad a  se sum erge  en un líquido in te rm ed ia r io  de la parafina , 
e s te  puede s e r  xilol o benzol. Luego se p asa  a la para f ina .  P a r a  que la inclusión 
sea  rea lm en te  ta l ,  la para f ina  debe p e n e t ra r  profundam ente en la p ieza . P a r a  ello 
se la coloca en la parafina  fundida, en la es tu fa ,  y se hacen dos p asa je s  has ta  que 
puede h a c e r s e  e l taco , mom ento en el cual se deja  e n f r ia r  la p ieza  en la parafina  
a te m p e ra tu ra  am biente .

3) C orte s :  Se ha rán  en un m icró tom o adecuado y deberán  te n e r  el m ism o e s ­
p e s o r ,  p a ra  o b tener  una imagen rad ioau tográ f ica  com parab le .

Debe c u id a rse  espec ia lm en te  que los p o r ta s  e s ten  bien d esen g ra sad o s ,  p a ra  
ello  puede u t i l iz a r s e  una m ezc la  de fe r ro c ia n u ro  de potasio 5% y b rom u ro  de potasio 
1%; p rev io  al m on ta je ,  p a ra  fa v o re c e r  la adhesión de los c o r te s  a los m ism o s  y ev i­
t a r  el desp rend im ien to  en  los sucesivos  pasos  de la técn ica  rad ioau tográfica ,  su m er  
g i r lo s  en una solución de ge la tina  c rom ada: 5 g r .  de gelatina y 0 ,5  g r .  de a lum bre 
de c rom o  p o r  l i t ro  de agua des t i lada .

E s to s  c o r te s  se d espa ra f inan  con x ilo l,  y luego se p rocede a la h id ra tac ión  
de los m ism o s  lo que se consigue siguiendo e l cam ino in v e rso  al an te r io r ,  e s  d e c i r ,  
pasándo los  po r  alcoholes suces ivos  en grado  dec rec ien te  luego de lo cual se los lie 
v a r á  a agua d es t i lad a .

En e s to s  m om entos  se e le g irá  si se sigue con la técnica rad ioau tográfica  o 
se co lo re a .  E s ta  e lecc ión  s e r á  fundamental p a r a  algunos co lo ra n te s ,  no a s f p a r a   ̂
o t ro s .  Lo habitual e s  co lo ca r lo s  luego de efectuado e l revelado . P a ra  la co loracion  
de Feulguen se recom ienda  hace r lo  an tes.

Una vez  efectuados e s to s  pasos  se puede p ro c e d e r  a la p rep a rac ió n  de la r a ­
dio autografi a. P a r a  ello pueden e le g i r s e  v a r io s  m étodos de los cua les  los que m as  
se u ti lizan  actualm ente  son los m étodos del "dipping" y del "str ipp ing  f i lm ". Ambas 
té cn ica s  se d e s a r r o l l a r á n  en e l t r a n s c u r s o  de la p rác t ica  .

Método del "dipping"

Es ac tua lm ente  e l  m á s  difundido. Su técn ica  e s  de fácil rea l izac ión ,  Heva 
muy poco tiem po en la  m ism a  y e s  de m ay o r  sensibilidad que e l "str ipp ing  film ', 
lo cual hace que los t iem pos  de exposición sean  m e n o re s .  P a r a  e s te  método se u ti­
lizan  em u ls io n es  rad io au to g rá f icas ,  que co m erc ia lm en te  vienen en fo rm a  de gel.  
Hay v a r io s  tipos  de e l la s .  Una vez elegido el tipo adecuado, se deben segu ir  los s i ­
gu ien tes  pasos:

La em ulsión  debe s e r  r e t i r a d a  de la h e lad e ra  v a r ia s  h o ra s  antes de s e r  u t i ­
lizada , p a r a  que vaya adquiriendo gradualm ente  la te m p e ra tu ra  am biente . El a m a



cenaje  de la em ulsión  en la h e lad e ra  a a lre d ed o r  de 4a C debe o b s e rv a rse  s iem pre  
p a r a  e v i ta r  e l envejecim iento  p re m a tu ro  de la m ism a .

P a r a  que e l ge l pase  al es tado  liquido, se coloca la ge la tina  en un baño t é r ­
m ico  de aprox im adam ente  4 5 ° C. P a r a  ob tener una d is tr ibuc ión  uniform e en la m is ­
m a , se d e ja rá  po r  lo m enos du ran te  30 m inutos antes de s e r  Utilizada. E s ta  em u l­
sión puede s e r  u ti lizada  d irec tam en te  o diluida 1:1 ó 1:2 en agua des ti lada .

El po rtaob je tos  con e l co r te  se sum erge  len tam ente den tro  de la em ulsión , 
dejándolo den tro  de e l la  duran te  algunos segundos, p a r a  luego r e t i r a r lo  tam bién  len­
tam en te ; de e s ta  fo rm a  se ev ita  la fo rm ac ión  de burbu jas  y se hace un contacto con 
la em uls ión  lo m ás  p a re jo  posib le .

Los c o r te s ,  se colocan en soportes  e sp e c ia le s  y se p rocede  al secado de los 
p re p a ra d o s ,  el que debe s e r  muy cuidadoso.

El secado tam bién  se hace en e l cu a r to  o scu ro  fren te  a un ven tilado r ,  aproxj_ 
m adam ente  4 h o ra s .  Una vez que las  rad ioau tograffas  han com pletado su secado se 
co locan los p re p a ra d o s  en c a ja s  h e rm é t ic a s  a p rueba  de luz donde se co m p le ta rá  la 
exposic ión  . El tiem po de exposición d ependerá  del nucleido em pleado y de la ac t iv i­
dad de los c o r te s ;  se p re f ie re  h a c e r la  a 4 °C  (en h e lad e ra ) .

E s te  tiem po depende de v a r io s  fac to res :  en e rg ía  y tipo de em isión  del nuclef-  
do, actividad esp ec if ica  en el á r e a  del co r te  donde se localiza el isótopo, tipo de raa 
t e r i a l  sens ib le .

Método de 1 ’s tr ipp ing  F i lm ' '

Ei ,!,s tr ipp ing  f i lm "  cons is te  en una capa de em ulsión  sensib le  de pocos m i-  
cu’ones dti e s p e s o r  que tiene un soporte  de ge la tina ,  y é s ta  a su vez un soporte  que 
(j0ii¡6is te  en una p laca  de v id rio ; la em uls ión  sens ib le  queda en la superf ic ie  de la 
p jaca  rad ioau to g rá f ica .  Hay d ife re n te s  tipos  de em ulsión  p a ra  " s tr ipp ing"  con 
cualidades  de sensib il idad  y reso luc ión  d ife re n te s .

Las p la cas  deben d e s e c a rs e  cuidadosam ente  an tes de s e r  u sad as  y a  sea  so ­
m etiéndo las  a la  acción de un d isecan te  duran te  algunas h o ra s ,  o s u m e rg i r  la p laca  
en alcohol de 70° y luego en alcohol de 100u duran te  algunos m inutos.

P a r a  e s te  m étodo, una vez seguidos ios pasos  a n te r io rm e n te  c i tados , y co lo ­
cados los p re p a ra d o s  en agua des t i lada  duran te  algún tiem po, se segu irán  los siguien 
te s  pasos:

Con un b is tu r í  afilado se p ro c e d e rá  a c o r t a r  la em uls ión  en porc iones  que cu ­
b re n  to ta lm en te  e l p o r ta -o b je to s .  P r im e ra m e n te  se hace un co r te  en los cua tro  eos  
tados de la  p laca  a 1 cm  del borde , luego un c o r te  longitudinal ce n tra l  y c o r te s  t r a n s  
v e r s a le s .



Con la ex trem idad  del b is tu r í  se levanta una de las  puntas de la em ulsión  y 
luego con una pinza de puntas f inas se p rocede  al desprend im ien to  de la m ism a ,  de 
la p laca  de v id r io .  E s te  debe s e r  lento, porque si e s  rápido se produce una fo rm a ­
ción de luz que v e la rá  la  p laca .

La em ulsión  desp rend ida  se co lo ca rá  e r  un rec ip ien te  de v id rio  que conten­
ga agua d es t i lad a  a 10°C, cuidando que la p a r te  sensib le  quede hacia  abajo, e l r e c i ­
piente  no d e b e rá  h a b e r  sido usado con d ro g as  p a ra  re v e la r  o f i j a r ,  porque podrían  
quedar  r e s to s  de e l la s  con los consigu ien tes  inconvenientes.

Se e s p e ra n  aprox im adam ente  3 m inutos p a ra  que e l film se extienda en fo r ­
ma p a re ja  en e l agua.

Luego e l po rtaob je to s  se introduce en el rec ip ien te  con el co r te  hacia  a r r ib a  
y se coloca p o r  debajo del film  de m anera  que queden en contacto el co r te  con la 
em uls ión . El po rtaob je to s  con el film se r e t i r a  lentam ente p a ra  e v i ta r  la form ación  
de bu rbu jas  y cuidando que e l film cu b ra  to ta lm ente  e l  po rta .

Se p ro c e d e rá  al secado , que se hace de la m ism a  m a n e ra  que en el método 
del "dipping".

Se colocan los c o r te s  en c a ja s  h e rm é t ic a s  a p rueba  de luz sellando los b o r ­
des  de la m ism a ,  con c in ta  a is la d o ra  n eg ra ,  y se lleva a la h e lad e ra  h as ta  com ple­
t a r  el tiem po de exposición .

Con e s te  método el tiempo de exposición suele s e r  m á s  prolongado que con 
e l método del "dipping". Sus ven ta jas  re sp ec to  del método del "dipping" consis ten  
en  que la em uls ión  e s tá  d is tr ib u id a  en fo rm a  m ás  p a re ja  y un ifo rm e. P o r  o tra  par te  
el m a te r ia l  sens ib le  del " s tr ipp ing  fi lm " puede a lm a c e n a rse  duran te  un tiem po mucho 
m ayor  que las  em u ls iones  p a ra  "dipping"

Revelado

No o frece  d ife re n c ia s  e n t re  am bos m étodos. Hay v a r io s  tipos de reve lado ­
r e s ,  e l  m ás  usado e s  el tipo D 19 (Kodak). Los f i jad o re s  pueden tam bién  v a r ia r  y, 
e l  m ás  g en e ra lm en te  usado e s  el tipo F5 Kodak.

P a r a  e fec tu a r  e l revelado  los portaob je tos  expuestos se in troducen en el 
re v e la d o r  (18 ó 19° C) duran te  aprox im adam ente  5 m inutos. Luego se los deja  po r 
unos segundos en agua d es t i lad a ,  p a ra  p a s a r  inm ediatam ente  al f i jador,  en e l cual 
se los d e ja rá  e l  doble del tiem po en que la em uls ión  ta rd a  en ponerse  t r a n s p a re n te .

Una vez rea l izad o s  e s to s  p aso s ,  se lavarán  las  rad io g ra f ía s  en agua d e s t i ­
lada, aprox im adam en te  30 m inutos .



Tanto e l f i jado r  como e l  agua des ti lada  deben e s t a r  a 7o C p a ra  e v i ta r  la 
p érd ida  de la em uls ión  o el desprend im ien to  del Hstr ipp ing".

C oloración

Se pod rá  h a c e r ,  como d ij im os ,  antes o después  de efectuada la técn ica  d e s ­
c r ip ta .  L as  co lo rac iones  que pueden h a c e r s e  son n u m e ro sa s  y dependerán  del ob­
jetivo que se p e rs ig u e .

Tam bién  podrán  o b s e rv a r s e  los p re p a ra d o s  sin c o lo re a r ,  si e s to  fuera  con 
ven ien te , como p o r  ejem plo  p a ra  la m edición m ic ro d e n s i to m é tr ic a .

O bse rvac iones  m ic ro scó p ica s

Una vez e fec tuadas  e s ta s  té cn ica s ,  duran te  la p rá c t ic a ,  se p ro c e d e rá  a la 
observac ión  m ic ro scó p ica  de p re p a ra d o s  reve lados ,  en los cua les  se e s tu d ia rán  
los s e c to re s  en donde se han acumulado los g ranos  de p la ta  de la em uls ión .


