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Aplicacion de las Laminas portaobjetos adhesivos

1) Principio
a) Una nueva técnica para la investigaciéon de células vivas emplea porta-objetos con
campos de reaccidn preparados para anclar las células duraderamente en la superficie
del vidrio. En este proceso las células no pierden ni su antigenidad ni su funcionalidad.

b) Lasldminas porta-objetos adhesivos tienen dos unidades de funcién:
i) 3012 campos de reaccion en cuyas superficies de vidrio las células son ancladas.
i)  Una capa hidrofébica que rodea los campos de reaccidn. Esta repele
duraderamente cualquier solucidn de proteina incluso de alta concentracion. La
capa hidrofébica impide una mezcla de soluciones entre los diferentes campos de
reaccién incluso si el porta-objeto se agita con un agitador Vortex.

c) Todo tipo de células pueden ser investigados:
i) todas las células de sangre, como linfécitos, mondcitos, granuldcitos, trombdcitos y
eritrécitos
i) células de tuétano, efusiones, fluido cerebroespinal, lavaje bronquioalveolar, y
suspensiones de las células de los ganglios linfaticos y de tumores

d) Para realizar dichas investigaciones solamente son necesario pocas células.
Generalemente se usan entre 20.000 y 50.000 células.

e) Elvolimen del substrato para la incubaciéon es pequeno; entre 5y 10 pl son suficientes
para cubrir uno de los campos de reaccién.

f) Las células pueden ser facilmente lavados ya que se puede enjuagar los campos de
reaccién con el respectivo medio. Asi se puede ahorrar el tiempo del centrifugado y
ademds evitar la pérdida de células.
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g) Se pueden utilizar células vivas para numerosos aplicaciones y estudios. Pueden ser
fijadas en soluciones acuosas con diferentes medios de fijacion o bien pueden ser
secadas y seguidamente fijadas.

2) La preparacién de las IGminas porta-objetos adhesivos

a) Los campos de reaccion de las Idminas porta-objetos adhesivos llevan una verde capa
para proteger el efecto adhesivo. Con esta capa protectora los porta-objetos pueden
ser guardados durante un ano en temperatura ambiente.

b) Primero hay que disolver esta capa protectora con agua corriente. Seguido hay que
enjuagar el porta-objeto y después hay que liberarlo de cualquier tipo de residuos
mediante un tampdn isotdnico. Una capa invisible queda en la superficie de los campos
(recubrimiento adhesivo) cuya carga positiva fija las células negativamente cargadas.

c) Para evitar que los campos de reaccidn se sequen, el proceso se realiza en una cdmara
humeda.

d) Una visible adhesidn de las células estd garantizada si
i) las células son viables, es decir, no deben estar danadas y
i) la aplicacion de las células lavadas se realiza en un tampdn fisioldgico libre de

proteinas.

e) Una adhesién insatisfactoria o una pérdida de células pueden ser causadas por los
siguientes factores:

i) Elrecubrimiento verde no se quitd del todo. Enjuague el porta-objeto enteramente
con agua y seguido con el tampdn isotdnico. Asegurese de que los campos de
reaccién no se sequen.

i) Danos mecdnicos del recubrimiento adhesivo; hay que evitar el deterioro por puntas
de pipetas o por impieza inadecuada.

i) La suspensidn celular no estd completamente libre de proteinas. Proteinas solubles
neutralizan la capa adhesiva. Anteriormente hay que lavar las células
cuidadosamente en un tampdn isoténico libre de proteinas. Deben utilizarse las
células inmediatamente después del aislamiento y del lavado.

iv) Las células estdn danadas. Un deterioro de las células puede ser causado por largos
tiempos de almacenamiento, empleado de tampones no-fisioldgicos o un chogue
de temperatura. Células danadas o muertas son dificiles de anclar. Células danadas
pueden segregar sustancias que impiden la adhesidon de otras células. Por eso las
células muertas tienen que ser eliminadas.

La adhesidn electrostdtica de las células en las [dminas port-objetos es tan estable que los
campos de reaccién pueden ser lavados en una cubeta o con una jeringa sin riesgo alguno de
pérdida de células.
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3) Aplicacién de las Iaminas porta-objetos adhesivos
a) Prueba de inmunoperoxidasa-PAP o comparables pruebas de enzimas
b) Método de inmunofluorescencia u ofros métodos comparables
c) Tenido de células mediante el método Pappenheim (morfologia)
d) Verificacién intracelular de antigenos
e) Método bioldégico molecular, p.ej. FISH
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