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autores han descrito modificaciones a diferentes
técnicas de inmunomarcacién. Uno de los
montajes informados se fabrica con un pequefio
recuadro de Parafilm ®@ sellado con vaselina, en
medio del cual se encuentra el tejido, el cual debe
desmontarse para cada lavado (1). En el diserio
mostrado por Nusbickel, la cdmara de incubacion
se hace en acrilico y los reactivos se impulsan
con una bomba hagcia el interior; el dispositivo
permite trabajar con gran nimero de muestras,
pero su fabricacién parece ser complicada (2).
Comercialmente, se consiguen portaobjetos
Probe-On ® con un marco de pintura de 75 ym,
en medio del cual se ponen los cortes; los marcos
se impermeabilizan con silicona, se enfrentan con
uno igual y se incuban con pequefics volimenes
de reactivos, ya sea para precipitacion argéntica
(3) o para fosfatasa alcalina (4). En estos trabajos
se han realizado comparaciones con las técnicas
convencionales para identificar si la medificacion
de la técnica interfiere en la intensidad del marca
y en la apariciéon de marca inespecifico, entre
otros. Se ha informado sobre ventajas de los
procedimientos en cuanto a reproducibilidad de
los resultados, facilidad en la realizacion de la
técnica y conservacion de las muestras.

Uno de los principales inconvenientes que se
presenta cuando se utilizan pequehos volumenes
de solucion es la evaporacion de los buffers,
siendo una de las principales causas de los
artefactos de sobremarca. Para obviar este
problema, se ha recomendado la utilizacion de
camaras humedas tanto para incubaciones a 37
°C como a temperatura ambiente (1, 4).

En el presente trabajo, se compararon dos
técnicas de inmunomarcacion con peroxidasa y
fluorescencia: una técnica en cajas de cultivo de
24 pozos (convencional) y una técnica capilar
modificada. Para Esta Ultima se utilizé una gradilla
de vidrio con pozos de 20 pl de capacidad y una
camara huimeda hermética para las incubacio-
nes. Las inmunocitoquimicas fueron realizadas
en cultivos de ganglio de la raiz dorsal adheridos
a cubreobjetos de vidrio.

Materiales y métodos

Para la realizacion del cultivo de ganglio de la
raiz dorsal, se usé una metodologia informada
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anteriormente (5). Brevemente, los ratones se
sacrifican por dislocacidn cervical; a partir de la
columna vertebral se obtienen los ganglios que
se disocian con colagenasa durante 90 minutos;
la suspension celular se siembra en el centro del
cubreobjetos de vidrio previamente tratados con
poli-L-lisina. Los cultivos se mantuvieron durante
4 dias y se fijaron con paraformaldehido al 4%
en PBS.

Para realizar las inmunodetecciones en los
cultivos, se usé una gradilla elaborada por
nosotros. Asi, sobre una lamina de vidrio de
16x11x0,5 cm (que sirve como base de los
micropozos), se pegaren laminillas de vidrio
rectangulares de 8x22x0,1mm con adhesivo de
cianoacrilato, recortadas a partir de cubre-objetos
corrientes. Estas laminillas se ubicaron sobre el
vidrio, separadas por un espacio de 1 cm, y sobre
ellas se colocaron los cubreobjetos redondos con
la monocapa hacia abajo, de tal manera que se
forma una minicamara, cuyo volumen es de 0,02
cm?, la cual se llend con los reactivos por medio
de una micropipeta (figura 1). EI montaje
completo se puso dentro de un recipiente pléstico
de 20x15x5 cm con 30 ml de agua, sin permitir
contacto con la lamina de vidrio, y se tapé
herméticamente. Luego se llevo a la incubadora
a 37 °C. En el fondo del recipiente plastico, se
pegaron cuatro tapas de tubos Falcon, sobre las
cuales se soportaba la [amina grande de vidrio.

Los anticuerpos evaluados en esta prueba
estaban dirigidos para neurofilamento (1:1.000
para peroxidasa, 1:500 para fluorescencia),
proteina S-100 (1:8.000 para peroxidasa, 1:1.000
para fluorescencia) y antirrdabico 1:1.200 para
peroxidasa, 1:30 para fluorescencia). La inmuno-
peroxidasa y la fluorescencia se desarrollaron de
acuerdo con el protocolo establecido en el
Laboratorio de Neurociencias del INS (6),
modificando solamente el volumen del anticuerpo
primario.

Para evaluar si la variacion en la técnica capilar
alteraba de alguna manera los resultados, se
realiz6 en forma paralela un ensayo con la técnica
convencional (en caja de cultivo de 24 pozos).
Para la técnica por capilaridad, se usaron 20 pi
de reactivos y para la técnica convencional se
usaron 280 pl por pozo.












