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RADIOAVIOUEA g1y

Froouresion del animel

Bo e administrard una determinada cantidad de {edtopo radiactivo, tenlendo -
en cuetta: ¢l peso dol animal (o su edad), el tiempo medio bioldgioo y el parfodo de
semidesintegrasidn del nucleido. Esto contribuye a determinar sl momsato adeouado
pora el sacvificio del unimal, pars obtener una buena {magen :adioauto&rﬁﬂ"ﬂ*

La cantidad de pucleido o joyectar deberd ger lo suficientemente bajn como
para no J.max al animal y no alisrar su metabolismo.

¢ Una ves cumnplido ol tlempo provisto se sacrifica el animal. En egto monsn»
Ciy f‘omwnw al procegsdo.
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la f:‘.jacwu qn.c,o.e nunovxlizado el tz.dtopo utilizado. Esia deberd sar nodigia y se
utilizard une cantidad de fijador suficiente como pars permitiv una penotrasién cde-
cuada. ep los tejidos o estudiar. No debe olvidarse que la fijaciéu parsigus le.cone
servaciin de los elementos en la misma forma en que estaban Mn vive".

El {ijudor wés recomendable os ol iormui neutro {(Iovmol 20% - carbanuto
de Laieio & satuencidn) y e! Caeoy. ‘

Pueden emplearse otros fijadorss,. ommo el Bonio o ol Rogenit, paxd tippen
‘ % ¢l nconvenicute de gue poir tenetr deido picrizo producen un velamienio del ma{;arlal
sensible, wumentando de ese modo el "ackyround" de la radioausngrafia.

En el caso de isStopos solubles os necesario utilizar téenleny espociales,
como ser vortes por eriostalo o el método de Altmann - Gersh, siguiendo luego ui
procedimicoto sepecial.

Para wiicroscopiu eleGtrdvien, se utilizan los fijudores hubituales en estux
téenicas, no hablendo contraindicscicnss precisas al respecto.

Z) Inclugida: Pueds hacerse la nclusiéa en parafing, siguiando ios pasos
. Yradicionsles, cwldando gue Jog tiemyos s emplearse en ovde uno do elloe no soen
’ xegerados para impedir la sohicidn del nuclefdo, o su decaimionto.

il

Una vez pusndo el tiempo ecesnric pars obtenay wna buena fijseldn do ia plg
24, s procede a la desbd@ratacién de 18 mmma, 10 gue 850 ‘thtirne po - wedlode al-
.cc‘zhuw en g ado ¢rocionte {alcohol 80, 86°, 667, 160°, vy 160°) suanio 18 E’f.i"_




estd totelments deshidratedn se sumerge en un lguido intermediario de la parafing,
este puede gor xilol o benzol. Tuego se pasa a la parafine. Para que la inclusidén
&nn renlments tal, la parafios debe penetrar profundamente en la pleza. Para ello
8o la coloca en la parafina fimdida, en la-estufa, y se hacen dog p‘éaajes hasts que’
pueds hucerse el taco, momento en ol cual se deja enfriar la pleza en la parafina
8 tempoeratura ambiente.

1 sy

pepor, para obiener una imegen radloautogrifica comparable.

Lrebo culdarse especislmente que los portas esten bien desengrasados, para
ello puede ulilfnerse une mezcla de ferrocianuro de potasio 5% y bromuro de potasio
1%; previo el montaje, para favorecer la adhesién de los cortes a 108 mismos y avi=
tav el desprendinmiento en los sucesivos pasos de la técnica radioautogréfioa, “sume_g
pivlos en vna golueidn de gelatina cromada: 6 gr. de gelatina y 0,5 gr. de alumbre
de oromo por Hire de agua destilada.

Brtos cortes se desparafingn con xdlol, y luego se procede a la hidratacién
de fow mismos lo gque se consigue siguiendo el camino inverso al anterior, es declr,
pasindelos por aleoholes sucesivog en grado decreciente luego de lo cual se los lig
vard a agos destllada.

¥n estos momentos se elegird si se sigue con la téenica radiosutogrifion o
ge colovsa. Ista eloccidn serd fundaments) para algunos colorantes, no asf para
otrog. Lo habitus] es colocurlos luego de efectuado el revelado. Para la coloracibn
de Feulguen pe recomienda hacerlo antes.

Unu ver efectuados estos pasos e puede proceder a la preparacién de la ra~ .
dioautografin. Para ello pueden elegirse varivs métodos de los cuales los gue més
se utilizan actualmoente gon los métodos del Ydipping' y del "stripping film". Ambas
técnlons se dessrroilardn en el transcurso de la préctica. B

Método del Y'dinpine®

Eg actuaimenie el méds difusdido. Su técniea es de facil xealizacién, leva
muy poco tiempo en 1a misma ¥ es de mayor senstbliidad que el “stripping film",
1o cual hace que los tiempeg de exposicibén sesn menores. Para este método g utie
lizan emulaiones radiosutugrfficas, que comerciatmente vienen on forma de gel.
Hay varios tipos de ellas. Una vez elegido el tipo adecuado, se deben seguir 193 gl-
guientes pasot: L A

-

Lo emulain debe sex vetivada do la holadera varias horas antes de ser ut{-
lizada, pare que vaye atdquitiendo gradusimente la temperatura smbiente. ¥l elmg



conaie de la emaulsidn on la beladers a alrededor de 4% C dobe obu@awame siempre
yara avitar el envejecimionto preraines de la raismae.

Pars que el gel pape sxl eatado guido, se eoloow lo gelatina en un bafie tér-
raiee de aproximademonte 458°C, Pera obtener waa distribucién uniforme en Iz mis-
yrg, s Jefard por o menos duraate 30 minutes antos de ser ttilizada. Esie emul-
sifn putde sor wtillswle direotamente o diluida i1 6 122 en agua degtilada.

) portachiotos con el vorte ge sumerge Jentamantd dentro de 1a emulsién,
4 fdndoic dentro do oiln ducanis slpunos segundos, pars luego retirarlo también lsn~
tomente; do eata forma so evita la formaecidn de burbujus v se hace un contzoto oon
e emnintdn o mds pareio posible, -

Las cortes, s¢ aolocun en sepories especlalts v ge procaede al secade de log
praperades, el que debe sar may euidadoeo.

51 secado tambidn se hace en el cuario oscuro frente a un ventilador, aprosi
madsmuoenie 4 horas. Uina ver que lag radiosutograiias han completado st zecado ge
antoean 1og preparados en cajas hermdticas o prueba de huz donde se completaré la
o pogividn . Bl tlempo do exposiclén dependeri del nueleilo emploado y de la activi~

dotl de §2 cortes; se prefiere haceria a 47C {on heladera).

Bute tsmpo dopende de varios factores: energia v po de emisidn del nuclefl-
go  uetividad especillon en el dren del corte doude se leculizg ol isétopo, tipe de ma .
Lo ial seaalble.

Mo qodo de tstripping ¥ilm !

5 Yigtripping flmY conslste en una caps de omulsidn sengible de pocos mi-
gy e dy, aspesor gue Hene un soporte de pelating, v data a 84 vy ull SopOYLD e
prspisle on una pluea da videlo; la emuleiSn senaible quods en la puperfiole do Ju
uhtca radieautografica. Hay difersentog tipos de emulpion para "stripplog” oon
spelidades de sensibilidad v resolucidn diferentes.

ki

Lag plocas debwen desseryoe (.u,.n.u sdogmmente anfes do ser upadsg ya sen so-~
e cddndolas o ba aoolbn de un dizscsnte dursnio algunas horas, o sumergir le plsos
s sleohol de T° y hiego ea atechol do 100° durants alguess wminstes.

Fera egte mbtods, vin ver seguides 1ow pagon anteriovmonts citados, ¥ colo~
eed e bos prepavados en ague destilnds durante algin tlempo, s seguirdn log *ﬁig‘t&iﬁﬁ
,:{f» TGOS, :

Gonun bistie! sillodo se procoderd & covtay 1h smulsalbn ob poroionss Gue ow
e totafroents ¢ porte-objelos, Primerimoents ee baca ua corle en los sualts dos
tdi 5 de lo placn a 1 om del borde, wege un verie Iongituding] contral ¥ sortes tmxw

visr alag,



‘ Con la extremidad del bisturf se levcmta una de las puatas de Lx amulﬁi&ﬁ y )
luego con una pinza de puntas finas se procede al desprendimiento de la misma, de f

" la plaoa de vidric. Este debe ser lento, porgue si es ripido se produce una forma~ o
otdn de luz que velars la plaoa. :

L.a emulsién desprendida se colocard en un recipients de vidrio que oonten-.
ga agua destilada a 10°C, cuidando que la parte sensible queds hacia sbajo, el rgol~. ¢
‘plente no deherd haber sido usado con drogas para revelar o fijar, porqus pﬁdrﬁm

- quedar rebtos de ellas con los consiguientes inconvenlentes. -

Se esperan aproximademente 3 minutos para que el film se extiends ex Q_t}x""
.ma pareja en el agua. o

Luego ¢l portaobjetos se introduce an el recipienie con el corte hacia erriba
¥ se coloca pox debajo del film de manera que queden en cou’faoto ol corte gon la
emulgida. El portaobjstos con el fllm se retira léntamente para evitar la formanién

de burbmas y cuidando que el {ilm oubra totalmente el porta.

, Se prooederé al secudo, que se hace de ia misma manera que en 6l méiudo
del "dipping™.

Se colocau los cories en cajas herméticas s prueba de luz sellando los bog«
des de la misma, con cinta sisladorg negra, y se lleva  la heladora hasta complé=~
tar el tlempo de exposic] . : :

) Con este método el tiempo de exposioién susle cor mis ;.srw,nraﬁu que coRt
€] método del "aipping". Bus ventajas respeocts del méicdo del "dmymw‘ an stol
en gue 1, emulsidu esid distribuida en forma mis pereja v uniforme. Por Otra parte
¢l matevial sznsible del Perripping filim' puede a.\mancuarme dur ante un L;emrro i f«h@;.
mayor que lag emulsiones para "dipping? '

Revelado.

No ofrece diferenclas cﬂ’tm ambos dtodos. Hay varios tipos de revelado-
ras, el mAas usado es el tipo D 19 {(Kodak). Los fijudsres peedan tembién variar ¥,
el mig geuenalmente usado es el tipe F§ Kodak.

Pmra efociuar el revelade 108 portacbjetos expuestios se introducen en el
revelader (18§ 6 19° C) durants aproximadaments. 6 minutos. Luego se los deja por
upoes se;;undos en agua destilada, para pasar inmediatamente al fija"iJ?' en of cwﬁ
- se los dejard el doble del tiempo en que la emulsidn tards on ponerse i an&p::aﬁ@ )

Una vez vealizados estos pasos, se szr dn las radicgrafias en agug deg_Lf .
lada, aproximsdame nte 30 mimms. : I



_ Tanto ¢l fijador como sel agua deem&da debon egtar a 7° C para evltar la
" pérdida de iz emulsidn o el deaprendimﬂenw del "stripping".

I
Coloracicn
D L T e

podrd hecer, oomo dijimos, antes 6 después do efeotuada la“téonma dos~
oripta. f.m%i’ coloraciones que pueden hacerss son numerosas y dependerﬁn dol ob--

Jativo gue we persigue. \

t

Tawbién podrdn observarse los preparados siv colovesr, s esto fuera con
veniente, como por ejerplo pare la medicién microdensitométrioa. -

CObservaciones miorosadpicas

Tina vew efectupdas estas téonfoas, durante la prictics, se procederd o la’
observacidn microscdpica de preparados revelados, en los cuales se estudiardn
los gectorew en donde se han acumulado los granos de plata de la emulseidn.,



