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INTRODUCCION

Desde que fue posible obtener el Micros-
copio Electronico comercialmente en el mer-
cado, les preocupd a los investigadores su uso
como instrumento diagndstico. Sin embargo
no fue sino hasta 1966 que se establecio nor-
malmente el primer programa asistencial en
muchos Hospitales de Administracion de
Veteranos de Estados Unidos (12).

Aunque como es bien sabido los primeros
reportes diagnosticos fueron publicados a
principios de la década de los afios 50, vol-
viéndose mas frecuentes y concretos a medi-
da que mejoraban las técnicas de laboratorio,
enriqueciéndose la patologia estructural con
los nuevos hallazgos y con un mejor enten-
dimiento de sus mecanismos patogénicos.

Ha sido asi que estos hallazgos han permi-
tido orientar el diagnostico ultraestructural
principalmente hacia la patologia renal, tu-
moral, viral, hematologica y enfermedades
de depdsito (9). Ademas en los ultimos afios
se ha aumentado sustancialmente el interés
de los clinicos en esta tecnologia consideran-
do que ya no debe permanecer confinadoa
los institutos de investigacion (3).

Con el establecimiento de la Unidad de
Microscopia Electronica de la Universidad
de Costa Rica por el donativo del gobierno
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de Japon, este tipo de servicio a la medicina
yaestd pricticamente al alcance del enfermo.
En consecuencia uno de los objetivos de la
presente publicacion es dar a conocer lo que
se ha hecho al respecto, por los autores y lo
que se puede hacer en el futuro proximo y
mediato. Asimismo se plantea la posibilidad
de la creacion de un centro nacional de diag-
nostico ultraestructural maxime que ya hay
equipo humano y de laboratotio que estd
trabajando parcialmente para tal proposito.

Por consiguiente la discusion se desarro-
llard bajo tres aspectos intimamente relacio-
nados entre si y que son: I)Patologia
Diagnostica; [1) Educacional; III) Investiga-
cion.

I) Patologia Diagndstica.

Para Costa Rica, pais pequefio con vias de
comunicacion adecuadas es relativamente
facil integrar uno de los principales centros
hospitalarios metropolitanos con los hospi-
tales de provincia que cuentan con servicios
de Anatomia Patologica. Siendo deseable
que dicho personal de provincias posea algin
entrenamiento en la tecnologia de la ultra-
estructura. Para el caso, la apropiada fijacion
y el sitio de escogencia de los tejidos es de
suma importancia para la Microscopia Elec-
tronica (M-E). Debe ser hecha lo mas pronto
posible después de separados los tejidos de
su fuente circulatoria. Los liquidos fijadores,
pueden ser de acuerdo al mejor de los casos;
Glutaraldehido, Paraformaldehido, o el fija-
dor de Karnovsky. Estas sustancias estdn di-
sueltas a la concentracion apropiada en solu-
cion tampon de fosfato (8). Bajo circuns-
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tancias semejantes McDowell y colaborado-
res (8) recomiendan una mezcla de formal-
dehido comercial al 4% y gluteraldehido al
Lo solubilizados en amortiguador de fosfato
de 176 miliosmoles por litro. Los tejidos de-
ben de permanecer en el fijador de dos a tres
horas dptimamente, hasta dos, tres dias o
mds, tiempo que seria el empleado en hacer
llegar las muestras hasta el centro diagnos-
tico de M-E. Durante este intervalo deberdn
observarse las siguientes precauciones: Los
tejidos deberan ser colocados en refrigera-
cion, no congelacion, a temperatura de 4 °C,
o ligeramente mas alta durante su despacho
al centro de diagnostico para su procesa-
miento ulterior. También es altamente desea-
ble que las muestras se acompaiien de infor-
macion clinica adecuada y de cortes de Para-
fina, los cuales complementardn la ultraes-
tructura. Como es natural éste dltimo envio,
cortes de parafina, seria recibido dias mads
tarde, intervalo ocupado en el procesamien-
to y la obtencion de los cortes “gruesos” de
una micra que sirven de orientacion para el
M-E.

En casos rutinarios bien puede tardar unos
diez dias el procesamiento de las muestras,
su observacion en el M-E, el estudio de las
fotografias, y la elaboracion de un reporte
escrito junto con dos fotos seleccionadas
para mandar a la fuente de envio. Aunque
debe quedar claro que ello es posible con
personal cuya tarea primordial sea la ultra-
estructura. En centros organizados y con
experiencia un reporte de M-E, por ejemplo
de rifion toma tres o mas dias, tiempo que es
comparable al empleado para coloraciones
histologicas especiales (6).

Situacion comun del microscopista elec-
tronico es aquella en la cual la muestra
conflictiva ya ha sido fijada en su totalidad
en formalina al 10% diluida en agua corrien-
te (Fig. 1). Este problema de fijacion defi-
ciente podria ser facilmente obviado en par-
te, usando los servicios de Anatomia Pato-
logica formalina neutra “buferizada”. Em-
pleando esta formalina, que dista mucho de
ser ideal para el M-E se logra preservar un po-
co mejor algunos organelos citoplasmaticos y
nucleares. Puede también ocurrir en muchos
casos como por ejemplo biopsias de aguja que
todo el tejido esté ya incluido en parafina.
Sin embargo en estos casos también es posi-
ble recoger informacion diagnostica adicio-
nal. Ya que algunas éstructuras celulares que
ayudan al diagnéstico resisten ese tratamien-
to, tal como: cuerpos neurosecretores, inclu-
siones virales, miofilamentos, glucégeno, to-
nofibrillas. (5,7).

El material proveniente de autopsias pre-
senta problema especial. En efecto, por ha-
ber transcurrido usualmente tiempo consi-
derable (de horas) entre la muerte y la toma
del tejido, estas muestras son terreno propi-
cio para multiples artificios. Por ello, tratan-
do de preservar en lo posible los fendomenos
autoliticos se deben fijar los tejidos tan rdpi-
do como sea posible (10). Ferguson (4) al
parecer con €xito, ha colocado algunas mues-
tras en condiciones apropiadas, resultando
que la apariencia ultraestructural publicada
en su trabajo mejora significativamente al
desaparecer algunos fendémenos autoliticos.

Respecto al costo en el procesamiento de
cada biopsia se puede estimar groseramente
que durante el afio 1978 en la seccion de
Patologia Experimental ha sido de ¢/1.100.00
por cada especimen. Es asi que han sido
procesadas un promedio de 70 muestras
anualmente durante los dos afnos de existen-
cia de esta seccion. Este nimero representa
un promedio de 1:214 biopsias del Hospital
México o porcentualmente 0.4%. Este por-
centaje es bastante bajo por lo que es desea-
ble se haga mayor. Al respecto es bien sabido
que hay problema diagndstico en cinco al
ocho por ciento en biopsias recibidas en ser-
vicios de Anatomia Patologica. De tal por-
centaje por lo menos en la mitad o en la ter-
cera parte el M-E puede dar ayuda inaprecia-
ble. Por otra parte en una unidad organizada
de diagnoéstico ultraestructural se procesan
anualmente 250 a 300 muestras. Por consi-
guiente los presentes autores son de la opi-
niéon de poder estar en capacidad de aumen-
tar la admision de material hospitalario una
vez se replanteen los objetivos de la seccion.
Por experiencia de otros (12) en una encues-
ta de 264.000 biopsias, la microscopia elec-
tronica fue hecha en 6.000, aproximadamen-
te el dos por ciento. De estos 6.000 especi-
menes, 29 fueron del rifion y 36 de diver-
sos tumores. Consideran finalmente esos
autores que el cuatro al cinco por ciento de
las biopsias ameritan estudio al M-E.

II) Educacional.

El aspecto educacional es de gran impor-
tancia en un programa exitoso de Microsco-
pia Electronica. Por su naturaleza misma es
deseable que este dngulo deba ser realizado
en estrecha cooperacion con la Unidad de
Microscopia Electronica de la Universidad
de Costa Rica. Aunque es obvio que el perso-
nal de las secciones de diagnostico ultraes-
tructural debe delinear claramente los obje-
tivos en la formacion de ese personal.
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La educacion en ultraestructura a nivel
de pre-grado, especificamente a estudiantes
de medicina bien podria iniciarse incluyendo
en el curriculum de Anatomia aspectos rele-
vantes de M-E. Ello podria ser posible sin
aumentar el curriculum de la asignatura po-
niendo énfasis en la comparacion con Micros-
copia Optica. De manera similar podria ha-
cerse en Patologia General y aun en algunas
asignaturas clinicas.

A otro nivel, o sea con médicos residentes
en Anatomia Patologica se les podria invitar
a que tomasen voluntariamente u optativa-
mente el curso de ultraestructura ya progra-
mado en la Unidad de Microscopia Electro-
nica. De esa manera obtendrian experiencia
inestimable y sobre todo les brindaria la
oportunidad de conocer la mistica de esa
tecnologfa. Aprenderian entre otras cosas a
conocer los aspectos bdsicos de diversas téc-
nicas, sus indicaciones asi como sus limita-
ciones. Azar y col. (1) proponen con buen
criterio un cuarto afio de residencia en Pato-
logia dedicado a Microscopia Electronica a
aquellos estudiantes graduados médicos resi-
dentes que deseen tomar este campo como
una subespecialidad.

El otro nivel de personal a preparar seria
el auxiliar pudiendo comprender aqui desde
el Bidlogo y Microbiologo, ya graduado, has-
ta el laboratorista. Al respecto, este ultimo
tipo de personal deberia tener como requi-
sito minimo para ingresar al campo de M-E,
porlo menos un afio de asignaturas biologicas
de la Universidad. Su entrenamiento basico
seria el de conocer a nivel elemental la tecno-
logia en la preparacion de las muestras, fami-
liarizarse con el funcionamiento diario del
M-E, manejar las técnicas de ultramicroto-
mia, de coloraciones y de las fotografias.

Actualmente programas como el esbozado
anteriormente ya estdn en marcha en diver-
sos centros universitarios médicos de Estados
Unidos (2). Especificamente en los Hospi-
tales de la Administracion de Veteranos con
éxito completo,

Finalmente, en una seccion de M-E, con
programas educacionales en desarrollo seria
deseable que ingresaran por cortos periodos,
optativamente, médicos residentes en dreas
clinicas.

IIl) Investigacion.

Premisa para que una seccion de diagnos-
tico ultraestructural tenga éxito debe ser que
esté dirigida por personas entusiastas, con
interés activo en investigacion experimental
(1). En caso contrario, inversion tan costosa

correria peligro de caer en desuso con su
consiguiente deterioro. Pues es bien sabido
que a través de la investigacion es como se
conserva la curiosidad por la renovacién
constante y adquisicion de conocimientos.
Para Costa Rica, pais de recursos limitados,
este tipo de actividad bien puede tomar su
sitio prominente.

En los ltimos quince afios se ha avanzado
considerablemente, cuando para entonces se
lamentaba la ausencia de actividad investiga-
tiva en la Facultad de Medicina (13). Sin
embargo, dicha realidad ha variado favorable-
mente, debido en gran parte a la estabilidad
social, politica y econdmica reinantes local-
mente y de la que practicamente no goza
ningun pais latinoamericano.

El recurso humano de investigacion crea-
dora actualmente es bastante escaso, pero
con las condiciones reinantes en el pais bien
puede ser posible crear a mediano plazo todo
un equipo bio-médico con interés en este
campo. Bien se podria iniciar tal programa
como hacen en otros paises en una primera
etapa becando por parte de las Instituciones
de Salud en conjuncion con la Universidad
durante las vacaciones a jovenes estudiantes
de medicina para que colaboren con progra-
mas de investigacion que ya existen y mds
importante, que estén activamente publi-
cando. Se podria iniciar con algunas técnicas
basicas que estén siendo aplicadas en los cen-
tros de su trabajo. A través de ellas revisarian
la bibliografia para penetrar al final de cada
periodo de vacaciones a un seminario sobre
las actividades desarrolladas. De todos estos
candidatos algunos de ellos, a los mds califi-
cados una vez graduados podria ofrecerles
sea en la Facultad de Medicina o en los Hos-
pitales del Seguro Social una posicién perma-
nente en ‘‘Patologia General” no solo en
Anatomia Patologica y con énfasis en ultra-
estructura. Estos candidatos de acuerdo a los
conceptos de Azar (1), durante su residencia
deberian tomar en un cuarto afio, rotacion
obligatoria por Patologia Experimental o por
Unidad de Microscopia Electronica en cuya
instalacion en la Universidad de Costa Rica
se puede hacer investigacion en las dreas de
microscopia de transmision y de microscopia
de rastreo con aplicacion biomeédica, usando
ademads las técnicas de fractura y de
“crio-grabado”. En dicho centro ademis
podrian desarrollar la microscopia electroni-
ca orientada hacia la citoquimica, histoqui-
mica, radioautografia y microandlisis de ra-
yos X. A continuacion en forma optativa de-
berian permanecer un corto periodo dentro
de ese cuarto afio de acuerdo a su interés, en
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laboratorios de cultivo de tejidos, Inmuno-
florescencia, Parasitologia, Citogenética. Bac-
teriologia, Virologia. Personal asi formado
seria muy calificado y listo para convertirse
en verdadero lider en el campo de la Patolo-
gia. Con esta formacion ademas de prestar
servicio asistencial de gran calidad en la insti-
tucion en que trabajara, estaria ademads en
capacidad de desarrollar programas de inves-
tigacion sencillos o sofisticados de acuerdo
a su interés y habilidad.

Ya existen actualmente centros cuya fun-
cion primordial es la actividad investigativa
y que dependen parcialmente de la Univer-
sidad de Costa Rica, del CONICIT, o de fuen-
tes gubernamentales. Por consiguiente, en
estos centros es donde podrian iniciarse, los
primeros candidatos a este tipo de pro-
grama.

Aspecto importante que debe ser solucio-
nado es el que se refiere a las fuentes biblio-
graficas. Actualmente el acceso a revistas es-
pecializadas es bastante complejo y suma-
mente restringido, con multiples limitacio-
nes. Por consiguiente es necesario buscar la
manera de agilizar dicho acceso en las diferen-
tes bibliotecas de la Universidad como las de
los Hospitales. Asimismo es indispensable en-
riquecer dichas fuentes bibliograficas con la
adquisicion de revistas cientificas que no
existen en el pais, as1 como de importantes
monografias.

Inversion de la medicina en este rubro
podra llegar a producir grandes satisfacciones
para el pafs, mixime que personal de este
tipo ya existe en areas paramédicas fuera de
la Facultad de Medicina.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se propone la creacion de un centro de diagnos-
tico ultraestructural que dana asistencia a los
Servicios de Patologia del pais. Para tal proposito
se recomienda:

1. Replanteamiento y nueva definicion de los
objetivos de la Seccion de Patologia Experi-
mental del Centro de Docencia e lm'estlgaclon
En esta Seccion ya se cuenta con el equipo
basico de laboratorio, asi como con personal
entrenado en el exterior. Hasta el momento
este servicio se ha proporc:onada de manera
ocasional e irregular a espemmenes provenientes
principalmente del Hospital México.

2. Establecer intercambio solicitando asistencia y
asesoramiento con la Universidad de Costa Rica.
Contacto semejante de asistencia y asesoria de-
bera -efectuarse con CONICIT, Institutos de
Investigacion dependientes o no de las Univer-
sidades y con Facultad de Medicina.

3. Establecer personal a todo nivel, con dedica-
cion exclusiva a esta actividad, el cual recibiria
material de todos los hmp;tales del pais. El

personal con mayor diferenciacion o sea el
profesional debera dar educacion continuada a
personal joven. Asimismo es indispensable que
parte 1mp0rtzmle de sus actividades estén con-
centradas en investigacion experimental origi-
nal. En este aspecto es imprescindible agilizar y
enriquecer las fuentes bibliograficas nacionales.
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Fig. 1a.—Adenocarcinoma de Corteza Suprarrenal. Muestra tomada de la pieza operatoria, la cual fue
fijada en formalina comercial al 10% y luego post-fifada en Osmio. Puede observarse destruccién casi
total de los organitos citoplasmicos, asi’ como de esta membrana. Sin embargo es posible reconocer que
la membrana nuclear presenta invaginaciones profundas, lo que es frecuente en células anapldsicas.
Hacia la parte baja y central de la fotografia, se pueden identificar ain restos de reticulo endoplasma
granular.

Tejidos cortados en Ultramicrotomo Reichert OMU-3. Coloreados con Citrato de Plomo y Acetato de
Uranil. Foto tomada en Microscopie Electrénico Hitachi, modelo HU-12A de la Universidad de Costa
Rica. Aumento de la fotografia 16.800x.

Fig. 1b.—Mismo tumor tomado 18 meses mas tarde. Los tejidos fueron incluidos en Fijador de Kanovsky,
dos horas después de producirse la muerte. Puede notarse la gran riqueza de detalles estructurales cito-
plasmicos y nucleares, siendo facilmente identificables mitocondrias, reticulo endoplasma y otros.
Aumento de la fotografia 16.800.
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