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UTILITAT DEL GLICOL METACRILAT (GMA)
EN L'OBTENCIO DE TALLS SEMIFINS PER A HISTOLOGIA

*S. Bonet i Maruil i M. Molinas de Ferrer*

Resum

S’expliquen els avantatges de la incorporacio dels talls semifins al labora-
tori d'histologia animal o vegetal i I'aplicaci6é del glicol metacrilat (GMA) com a
medi d’inclusié.

Es un métode simple i rapid que no requereix utillatge complex el que el po-
Sa a |'abast de practicament tots els laboratoris. Permet infiltrar peces grosses,
és adequat a la majoria de técniques citoquimiques, histoquimiques o inmuno!o-
giques i s'hi poden aplicar facilment les técnigues de coloracié habituals.
Summary

The article explains the advantatges of semithin sections in plant or animal
histology and the use of glycol metacrylate (GMA) as inclusion medium. It sum-
marizes the autors experience in the field.

" (Departament de Biologia. Col.legi Universitari de Girona)
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UTILITAT DEL GLICOL METACRILAT

El millor coneixement de "estructura i la ultraestructura dels teixits nor-
mals i patologics i la introduccié de noves técniques histo i citoquimiques o in-
munoldgiques, fan palesa la necessitat de disposar de talls més fins que els habi-
tuals que situant-se en I’ambit dels talls semifins de la ultramicrotomia (0.25a 4
micres), no presentin alguns dels inconvenients d’aquests. Si bé és cert que els
ultramicrotoms s’han simplificat encara sén eines cares de manipulacié comple-
xa, pensades per obtenir blocs petits insuficients per a segons quins tipus d'ob-
servacio i poc practics per a diagnodstics de rutina.

Es tracta de trobar materials que infiltrin facilment fins i tot peces grosses
o dificils (teixits lignificats, os, etc...) i que es puguin tallar en seccions semifines
amb els microtoms de rotacié o, millor encara amb aparells de nou disseny pen-
sats especialment per a aguesta finalitat i molt més simples que els ultramicro-
toms. Si disposem d’una técnica que compleixi els requisits exposats podrem
augmentar el rendiment de la microscopia optica aprofitant al maxim les noves
aportacions en materia d’apertura, correccio i lluminositat dels objectius i omplir
el relatiu buit que trobem entre I'4s convencional del microscopi optic i la micros-
copia electronica.

Dels diversos materials en Us: parafines, poliglicols, metacrilats, resines
epoxi, araldit, etc..., sén els metacrilats els que s'acosten més als objectius as-
senyalats i un d’ells, el glicol metacrilat (GMA), és el que sembla presentar un
conjunt d’avantatges que poden portar-lo a substituir la parafina o les mescles
com el Paraplast inclus en el diagnostic de rutina o en treballs didactics. Per aixo
hem cregut oportl aportar els resultats de les proves realitzades a fi d'incorporar
el GMA al processat de teixits animals i vegetals, i que proporcionen, al nostre
parer, resultats excel.lents. Creiem que el treball té interés per la divulgacié
d’aguesta técnica que permet introduir-se al mén dels semifins sense dependre
d’aparellatge o tecnologia costosos presents al mercat.

INCLUSIO EN GLICOL METACRILAT (GMA): ELS REACTIUS.

La ultilitzaci6 histologica del GMA requereix la imbibicié dels teixits pel mo-
nomer i la conseqlient polimeritzacié per formar blocs de les caracteristiques
adequades per obtenir talls de 0’5 a 5 micres. Aquest procés necessita un inicia-
dor de la reaccié anomenat polimeritzador i un accelerador apropiats aixi com
I"adici6 de productes d'efecte regulardor i plastificant.
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Elt monomer és el 2-hidroxietil metacritat ({1,2 etanodiol mono (2-metil pro-
penoic acid) ester), conegut per glicol metacrilat, GMA i HEMA. P.M. 130
CeH 1003

Es un liquid clar lleugerament viscés que polimeritza en un solid transpa-
rent. S'obté per oxidaci6 de la metacroleina o per deshidratacié de I’ acid hidroxii-
sobutiric. Es un derivat de I'acid metacrilic {2-metil propenoic acid), altres deri-
vats dei qual com per exemple el metil metacrilat intervenen en la fabricacié de
plastics com el Plexiglas, Perspex, Lucita, etc.

?H3 9“3 9“3
mc=g H£=Q ——Hﬁ—g—-

COOH COOCH.~-CH.0OH COOCH.-CH-0H
A. Metacrilic Glicol - Metacrilat Enlfagos d'adicio

Es troba estabilitzat amb hidroquinona en proporcions de! 0.02 al 0.03% o
pur i aleshores s’ha d’estabilitzar o consumir-lo fresc.

Es poden emprar dos polimeritzadors o més propiament dos iniciadors de la
polimeritzaci6. Sén I'azobis i el peroxid de benzoil. La seva funci6 es activar a tra-
vés de la formacid de radicals lliures, el monomer, per induir-lo a polimeritzar.

L'azobis és el 2,2-azobisisobutironitril {2,2-azobis (2-metil propionitril},
també AIBN,x,x -azodiisobutironitril, 2,2"-diciano-2,2-azopropano i Porofor-57.
E.M. 164°21. CBH ) Ny Soluble en alcohol. Es ven en forma d’una pois de color

lanc.

?Ha QHa
NEC—?—N=N—9-CEN
CHs CHa

El peroxid de benzoil (dibenzoil peroxid}, també anomenat benoxil, benzoif supe-
roxid, Oxi-5, Persadox i Lucidol. P.M. 242'22. C, ,H, ,0 ,Catalitzador molt ge-
neralitzat en la sintesis de plastics industrials. Es ven humitejat del 20 al 25% en
forma d'un granulat blanquinés que cal manipular amb cura doncs és un potent
queratoilitic i pot explotar en escalfar-se o rebre una pressié forta.

/=N
\_#~C—{0:
2

L'accelerador és la N-N-dimetil anilina (N,N-dimetil benzéamina), també
anomenada dimetilfenilamina. P.M. 121,18. C_H, ,N.

Liquid oliés molt metzinds, insoluble en aigua pero soluble en alcohols, clo-
roform i eters. Actua disminuint I'energia d’activacio necessaria per |'accié del
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polimeritzador, potenciant-ne la funcié.

7 N -N(CH)),

El regulador. que utilitzarem en la polimeritzacio en fred, és el butil cellosolve
{2-butoxietanol), també anomenat butil glicol, etilen glicol mono butil eter o eter
monobutilic de I"etilen glicol. P.M. 118,17. C_H 4O2
CH3——CH%—CH2—CH —O—CHZ—CHZOH. Liquid transparent, fluid, soqub\e en
aigua al 5% i molt soluzble en disolvents organics. Es un disolvent del GMA, faci-
lita la penetraci6 i ajuda a homogenitzar la reacci6 i a estabilitzar el pes molecular
del polimer.

El plastificant és el polietilen glicol 400 (x-hidro- -hidroxipoli
(oxi-1,2-etanodiol)), també anomenat Macrogol, PEG-400, Carbowax, Nicolina,
Piuracol E, Poli G, Poliglicol E, i solbase.

Els polietilen glicols son liquids viscosos o solids de color blanc que formen
un col.loide hidrofil transparent en estat de sol. Solubles en disolvents organics
perd no en hidrocarburs aromatics poden disoldre algun tipus de plastics, es
tracta de polimers de formula general:

H(OCH.CH.)n OH

(essent n 4 0 més gran que 4).

Cada PEG va acompanyat d'una xifra indicadora del seu pes molecular
aproximat. En el PEG-400 «n» vade 8'2a 91 iel P.M. oscil.la entre 380i 420.
Proporciona blanesa al material i participa també de I’accio6 reguladora.

PREPARACIO DE LES MOSTRES: FIXACIO | DESHIDRATACIO

Les peces es tallen preferentment en fragments petits, d’'uns 5 mm de cos-
tat, perd no hi ha cap inconvenient en processar peces més grosses tal comes fa
amb la parafina.

Tots els fixadors comunment emprats com formol, glutaraldehid, perman-
ganat, etc... o mescles com Bouin, Carnoy, F.A.A., per exemple, poden servir
per alainclusié en GMA (a nosaltres el formol, en concentracions del 3 al 5% se-
gons el tamany de la peca, en tamp6 fosfat de Sorensen pH 7,2 ens proporciona
molt bons resultats). Un cop acabada la fixacio es procedeix a rentar amb aigua o
amb alcohol de baixa gradacié i a continuaci6 es pot seguir amb una deshidrata-
ci6 gradual en alcohol etilic o, aprofitant la hidrossolubilitat del mondmer,
transferir-les directament a la solucié infiltradora. La nostra experiéncia ens
aconsella que exceptuant els casos en que estigui contraindicat, com poden és-
ser estudis enzimatics, coloraci6 de lipids, técniques inmunolbgiques, entre al-
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tres, es procedeixi a una deshidratacio gradual prescindint de |"aclariment donat
que el pas per aclaridors com xilo!, toluol, o esséncies, no millora els resultats.

IMBIBIC!O | INCLUSIO

Diversos procediments permeten obtenir bones inclusions en GMA si bé es
poden considerar dues linies basiques: a/ la que seguint els treballs de Feder i
O’'Brien {1968) obté la polimeritzacié del platics a I'estufaa 60°C i b/la que in-
trodida per Ruddell {1967) i modificada per Sims {1974} obté la polimeritzaci6 a
temperatura ambient o en frigorific. La primera proporciona resultats excel.lents
per a teixtits vegetals, la segona és molt més rapida i permet aplicar el métode
per a estudis histoguimics o inmunohistoquimics.

a/ inclusié per polimeritzacié a l'estufa a 60°C

solucions

solucié infiltradora

2-hidroxietil metacrilat (GMA) (monomer} .... 94'5%

2-2'azobisisobutironitril, (polimeritzador} ..... 0'5%

Polietilenglicol 400 (plastificant) ................. 5'0%
procediment

1/ Col.ogueu la soluci6 infiltradora en un motlle de silicona i transferiu-hi
les peces procedents de |'alcohol absolut o de 1'aigua.

2/ Deixeu els motlles a 'estufa a 40°C durant 48 hores i a continuacié 24
hores més a 60°C. En aquest darrer pas es produeix la polimeritzacié del bloc. Si
en aquest espai de temps la polimeritzacié no s’ha complert continueu a 60°C
fins a la polimeritzacio total {blocs de 2 cc requereixen habituaiment unes 48 ho-
res a 60°C).

3/ Procediu a retirar el motlle, deixeu-lo refredar i talleu-lo a la mida desitja-
da amb una serra de joier. (dentat 0’25 a 0’21 mm). (Si la superficie queda en-
ganxosa desbasteu-ia amb la serra 0 amb una navalla, no és important).

b/ inclusié per polimeritzacié en fred

solucions

solucié infiltradora

2-hidroxietil metacrilat (GMA), monomer ..... 80°0 ml
2-butoxietanol, regulador .......................el 80 mi
benzoil peroxid, polimeritzador ................... 0’5 gr

—(L’adicié de butoxietanol que actua de reguiador disolvent és aconsella-
ble, especialment si es tracta de blocs grossos, perd no és imprescindible).
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Solucié promotora

polietilen glicol 400. plastificant ................. 8 ml
N,N-dimetilanilina, accelerador ............. 1 mi
{Tant la solucié promotora com a infiltradora es poden conservar durant
uns mesos a la nevera).

procediment

1/ Transferrir les peces de I'alcohol o de I'aigua a la solucié infiltradora.
Dos canvis de 12 hores a temperatura de 10 a 20°C sén suficients.

2/ Barrejeu quaranta-dues parts de la solucio infiltradora amb una part de la
promotora i distribuiu la barreja als motlles. Tal com s’explica al texte les propor-
cions admeten un marge de variacio. La proporcié 42:1 (aprox. 50:1,2) és la re-
comenada pero pot oscil.lar entre 50:1 (blocs més durs i polimeritzacié més len-
ta) i 50:1'5 (bloncs més tous i polimeritzacié més rapida).

En aquest moment podem triar entre polimeritzar a temperatura ambient,
procediment rapid molt adeqguat al treball de rutina, o fer-ho a baixa temperatura
de tal manera que encara que la reacci6 sigui fortament exotérmica les mostres
no sobrepassin els 20°C. Tant en un cas com en l'altre convé evitar el contacte
amb 1’O_que inhibeix la correcta polimeritzacid, caldra utilitzar petites capsules
de polietile de fons pla i rebutjables.

3-a/ polimeritzacié a temperatura ambient. Al cap d'uns 40 min. s’inicia la
reaccio. La temperatura de les mostres arriba fins uns 52 °C. Passades dues ho-
res la polimeritzacié sol estar acomplerta i es pot retirar el motlle. Si la superficie
queda enganxosa aixugeu-la amb un paper de filtre i desbasteu-la amb una nava-
lla, es tracta d’'un defecte de polimeritzacié a la superficie o d’una lleugera exu-
dacié del plastificant que no te importancia.

3-b) polimeritzacié a baixa temperatura. Col.locarem els motiles al refrige-
rador (8 a 10°C) o parcialment submergits en aigua freda. La polimeritzacié
comenca al cap d'unes dues hores i pot donar-se per acabada dues hores més
tard. La temperatura no supera els 20°C i en total I’operacio vol de 4 a 5 hores.

(A voluntat de I'operador es poden fer diverses variacions per ajustar-la du-
resa dptima, controlar la temperatura de reaccid, procedir amb la maxima rapi-
desa i al mateix temps garantir una bona infiltracio, aixi com procurar que la den-
sitat de la barreja sigui lleugerament inferior a la de les mostres per a facilitar-ne
I"orientacio.

La duresa dels blocs depend de les quantitats de polimeritzador i plastifi-
cant, estant en relaci6 directa amb el primer i inversa amb el segon.

La densitat de la barreja esta en relacié6 amb la proporcio de regutador i
d’accelerador.

La velocitati temperatura de reaccio. un cop fixades les proporcions de po-
limeritzador i plastificant depenen directament de la quantitat d’accelerador i de
la temperatura ambiental en la que es realitza la polimeritzacié. Sempre que es
vulgui incidir sobre aquests dos factors, temperatures ambiental o quantitat
d’accelerador, s'ha de tenir present que tractan-se d’una reaccié fortament exo-
termica es corre el risc de que el bloc sobrepassi el limit de temperatura tolerat
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per les mostres. Per exemple si augmentem en 0’56 mi la quantitat d'accelerador
(N,N-dimetilanilina) en e! procediment descrit la polimeritzacié dels blocs a tem-
peratura ambient de 20°C es completa en 30 min. en lloc de ies dues hores pre-
vistes, pero la temperatura dels blocs supera els 70°C.

En resum, sospesats tots els factors aconsellem cenyir-se a les propor-
cions recomenades i provar petites variacions en cas de tractar-se de materials
particularment dificils).

MICROTOMIA, COLORACIO | MUNTATGE

Els microtoms de rotacié convencionals poden ésser utilitzats en i’'obten-
cio de semifins del GMA. Nosaltres hem aconseguit amb blocs grossos talls de 1
a b micres amb un Leitz de rotacié model 1512 i ganiveta dura per tallar 0s) i
amb blocs petits talls de 3 a 5 micres amb un Minot Reichert i ganiveta normal.

Eis microtoms de rotacié pesats, que darrerament s’han introduit al mercat
permeten, amb ganivetes dures i molt ben esmolades, obtenir talls de 0'25a 5
micres. Hem tallat els nostres blocs amb I’ Autocut (Reichert) i, vigilant I'estat de
la ganiveta, hem obtingut sense problemes talls de tots els gruixos desitjats. Els
mateixos resultats poden obtenir-se amb altres microtoms del mateix tipus com
I"Historange (LKB). Molt interessant ens sembla |'’oferta de Sorvall-JB-4 (DuPont
Instruments) d’un microtom de rotacié lleuger preparat especialment per tallar
metacrilats.

Els blocs s’han de subjectar fortament amb les pinces del microtom i si cal
adherir-los als portablocs amb un ciment epoxi (tipus Nural 23).

Els talls obtinguts s'agafem amb les pinces i es transfereixen a un bany
d'aigua, calenta o no, on s’extenen completament. Es recullen amb el porta i es
deixen secar a temperatura ambient o a |'estufa.

La majoria de les coloracions habituals s’apliquen sobre els talls en GMA
amb petites variacions de temps o de concentracié dels colorants que la mateixa
practica suggereix.

La hidrofilia del material {(GMA) permet la utilitzacié directa dels colorants
en solucid aquosa sense necessitat de desplastificar ni rehidratar. En canvi no es
poden utilitzar les solucions alcoholiques de gradacio superioral 70°, doncs 'al-
cohol estova i arruga el plastic i els talls es desenganxen.

Les coloracions d’hematoxilina o blau de metilé amb contrast de fuxina ba-
sica o eosina, les metacromatiques amb blau de toluidina, o les especifiques com
la de P.A. Schiff o la de Feuigen, s'apliquen sense cap dificultat. També s’obte-
nen molt bones preparacions per impregnacio argéntica i diversos autors han ex-
perimentat amb éxit variades coloracions histoquimiques i citoquimiques.

Un bon rentat amb aigua permet eliminar {a major part de colorant retingut
pel plastici encara que quedi una lleugera coloracié de fons no interfereix en!'ob-
servaciob.

Quan la preparacié és ben seca es procedeix al muntatge amb qualsevol
dels medis, hidrofils o no, en s als laboratoris.

27



AVALUACIO GENERAL | CONCLUSIONS

Hem remarcat anteriorment les possibilitats del GMA com a medi d'inclu-
si6 capac de substituir la parafina i els seus afins. Es un métode simple, rapid i no
requereix utillatge complex, estant a I’abast de practicament tots les laboratoris.
Infiltra amb facilitat, permet manipular peces grosses i tractant-se d’un medi hi-
drofil es poden conservar els lipids i altres substrats imprescindibles per certes
reaccions histo i citoquimiques. La polimeritzacié a baixa temperatura permet
incorporar-lo a les técniques enzimatiques i inmunologiques. Les coloracions do-
nen molt bon contrast i es poden apreciar detalls citologics molt dificils de veure
amb les preparacions de parafina habituals. En la nostra opinié el métode mereix
una gran atencio.
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Diverses cases comercials com 'EGA CHEMIE, FLUKA, FEROSA, SIGMA, PANREAC, PRO-
BUS, etc. suministren part dels reactius emprats en la técnica; perd sols algunes els ofereixen tots:
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TAAB POLYSCIENCES MERCK
Ref. Quant. Ref. Quant. Ref. Quant.
HYDROXIETIL METACRIL. HOO8 500ml 0227 500¢g 12243 250 ml
HO0S 250 mi 1 Kg
HO10 100 mi
BUTIL CELLOSOLVE B020 2% 1 0228 500g 801554 11
BO19 500 mi 1Kg
AZOBISISOBUTIRONITRIL A014 100g 0117 100 g 12431 100 g
PEROXID DE BENZOIL B0OO2 100g 3968 4509 12435 100g
BOO3 25 g
N.N, DIMETIL ANILINA D029 100ml 0231 250g 803060 500 ml
11
2% |
POLIETH.EN GLICOL 400 CQo3 500g 1109 1kg 807485 11

Nota: Algunes cases, a més de vendre els produces per separat, venen també «KITS». HEMA KIT
(TK6) Ref. H 017 (Taab), JB-4 EMBEDDING KIT Ref. 0226 (Poiysciences).
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