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RESUMEN

Eduardo Mendeleev Becerra Verdin
Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn.

Facultad de Medicina.

Titulo CAMBIOS HISTOQUIMICOS Y
UL]'RAESTRUCTUHALES DEL NERV,IO
C!ATICO DE LA RATA CON INTOXICACION
CRONICA CON FRUTO MIOLIDO DE
Karwinskia humboldtiana POR VIA ORAL

Area de estudio: Morfologia Candidato para el grado de Maestro en

Ciencias con Orientacion en Morfologia.

Propdsito y Método de Estudio: La intoxicacion con el fruto de Karwinskia humboltiana es
capaz de preducir un cuadro clinico similar al de Guillain-Barré, que puede ser regresivo o
causar la muerte dependiendo de la cantidad ingerida. En estudios recientes se estableci un
modelo de polineuropatia toxica producido por este fruto, que reproduce todas las fases de la
lesion del nervio ciatico, en el cual se demostré la presencia de células cebadas (CC) y
linfocitos. En el modelo se intoxicaron ratas Wistar con el fruto de K. humboltiana (dosis
fraccionada 3.5 g/Kg y controles tratados con agua), a diferentes tiempos (contral; 24, 48, 58 y
112 dias), un total de 5 animales/grupo. Segmentos de nervios ciaticos se fijaron en parafina
para cuantificar CC/mm? y valorar los cambios histoquimicos mediante Azul de Toluidina (AT),
Azul Alciano/Safranina (AA/S), Acido Per-iodico Schiff (PAS) y Azul Alciano/PAS (AA/PAS), asi
como embebidas en Epon para su evaluacion ultraestructural. La cuantificacion con AT mostrd
un aumento progresivo a partir del dia 48 post-intoxlcamon La prueba de Tukey revelé una
diferencia significativa para la deteccién de CC/mm?® comparando el AT (10.46a) con AA/S
(8.34ab), PAS (3.95b) y AA/PAS (3.54b); con estas tinciones detectamos aminas
biégenas/heparina, mucopolisacaridos y mucinas acidas/neutras a los 0, 24, 58 y 112 dias. En
el dia 48 el AT reveld un incremento de CC, con positividad a la heparina solamente. Al evaluar
la ultraestructura, observamos alteraciones en axones motores y vainas de mielina ya descritos,
ademas cambios de electrondensidad en axones sensitivos a partir del dia 24.

Contribuciones y Conclusiones: . En este estudio mostramos por primera vez los cambios
histoquimicos observados en los granulos de las células cebadas endoneurales, en esta
neuropatia periférica causada por K. humoldtiana, durante las diferentes etapas de la
polineuropatia. Esto sugiere la participacion activa de estas células en el proceso de
desmielinizacion y remielinizacion del nervio ciatico. Ademas, los hallazgos ultraestructurales
observados en axones amielinicos, reportados por primera vez en esta investigacion, nos
sugieren que pudiera existir una alteracion neuronal en este proceso, ya que hasta ahora, las
observaciones se han enfocado a la vaina de mielina y a los axones motores.

DEL DIRECTOR DE TESIS

M.C.W Ph.D. Julio Sepulveda Saavedra
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Sistema Nervioso Periférico.

E! sistema nervioso periférico (SNP) comprende todo el tejido nervioso
fuera del encéfalo y la medula espinal, esta formado por: grupos de células
nerviosas o ganglios, entrecruzamientos de fibras nerviosas o plexos y haces
de fibras nerviosas de recorrido paralelo bajo la forma de nervios motores y
sensitivos que estan conectados a la medula espinal, los cuales establecen la
red de comunicacién entre el sistema nervioso central y las diferentes
estructuras del organismo.

El SNP se divide en somatico que controla las actividades voluntarias y
en auténomo que se encarga de la regulacion de las actividades involuntarias;
por lo tanto, su funcién principal es la de conduccién de informacion sensorial al
sistema nervioso central y de érdenes motoras a través de fibras nerviosas a los

érganos efectores como el miisculo™?.

Cada nervio periférico se encuentra formado por haces de fibras
nerviosas que transmiten informacién como impulsos nerviosos por medio de
axones de neuronas, los cuales a partir de 0.7 pm de didmetro estan rodeados
por una vaina producida por diferenciacion y enrollamiento de la membrana
plasmatica de células especializadas, conccidas como células de Schwann y
forman una estructura denominada vaina de mielina®®, que
ultraestructuralmente se observa como una membrana enrcllada alrededor del
axon, su funcion es la de aumentar la velocidad de conduccion, ademas,
también se encuentran axones que carecen de vaina denominados amielinicos,
los cuales estan incluidos en el citoplasma de la célula de Schwann ® sin la

formacion de una vaina (Figura 1).



Fibra

/////////’//ﬂenﬁosa

Célula de
Schwann

Schwann

Axon amielinico
Axdn miglinizado

Figura 1. Esquema que muestra la morfologia de los axones mielinizados y amielinicos.
1.2. Neuropatias Periféricas.

El término neuropatia se refiere a un proceso o afeccion inflamatoria y
degenerativa de uno o varios nervios, otro término utilizado en este tipo de
alteraciones es el de polineuritis, que se refiere a un sindrome que afecta al
sistema nervioso periférico, que tiende a ser simétrico, bilateral y de predominio

distal”*®,

Cabe mencionar que las células de Schwann son vulnerables a dafos
por agentes quimicos y/o téxicos, entre otros®. Por lo tanto, cualquier alteracién
de la vaina de mielina puede conducir al desarrollo de una neuropatia periférica.
En sentido estricto, la neuropatia periférica incluye solo las formas de lesién no
inflamatorias, sin embargo, en sentido amplio se aplica a todo tipo de dafio que

afecte al nervio.



La clasificacion de la neuropatia puede ser de acuerdo a su localizacién

anatomica, por ejemplo: mononeuropatias, lesibn en un solo nemvio;
polineuropatia lesion en varias areas y diversos nervios; neuropatia simétrica
afecta areas iguales en ambos lados del cuerpo; radiculopatia afecta a las
raices nerviosas; dependiendo del tipo de nervio afectado (motor, sensitivo o
auténomo); y por ultimo segtin su etiologia®. Aunque pueden ser muchos los
procesos patologicos que lesionan al nervio periférico, solamente se han
observado tres clases de dafio®*.

Desmielinizacion segmentaria: destruccion primaria de la vaina de mielina sin
dafio al axén, en la cual puede ocurrir remielinizacion y recuperacion completa;
el termino desmielinizacion secundaria se utiliza para describir

desmielinizacion en presencia de anormalidades axonales (Figura 2).

oy # 7 .
Axones con vainas de mielina integras Axones con desmielinizacion segmentaria

Figura 2. Esquema que muestra la apariencia de una fibra nerviosa integra (izquierda) y una
con desmielinizacion segmentaria (derecha).

Degeneracion axonal retrégrada: implica una alteracién metabdlica de la
neurona que se manifiesta como muerte de la porcién distal del axén (Figura 3).

Figura 3. Esquema que muestra ia degeneracion axonal retrégrada
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Degeneracion Walleriana: son modificaciones degenerativas del segmento

distal, ocurre cuando se secciona el axdn o se destruye la neurona; las células

de Schwann pueden proliferar y puede producirse regeneracion axonal (Figura

neurona mielinica neurona mielinica neurona mielinica
les;onaca N regeneracion

2
ST <t

7

Figura 4. Esquema que muestra el proceso de degeneracion y regeneracion Walleriana.

Por lo tanto, los términos que se emplean para describir una serie de
procesos inflamatorios, no inflamatorios y/o degenerativos que afectan al
sistema nervioso periférico de formas muy diversas son: polineuropatia, neuritis,

polineuritis o poliradiculoneuritis.

La etiologia de estos procesos desmielinizantes puede deberse a varios
factores' %2 como:
> Estados carenciales y trastornos metabdlicos (Ej. alcoholismo, diabetes).
> Estados infecciosos e inflamatorios (Ej. Sindrome de Guillian-Barre, difteria,
lepra, polio).
Intoxicacion por metales (Ej. plomo, arsénico, talio).
Intoxicacion por medicamentos (Ej. vincristina, isoniacida).

Intoxicacién por sustancias organicas (Ej. acrilamida, monéxido de carbono).

vV V V V

Intoxicacion por plantas (Ej. Karwinskia humboldtiana).

1.3. Karwinskia humboldtiana.
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El género Karwinskia es un arbusto venenoso que pertenece a la familia
de las Ramnaceas, esta constituido por arbustos y arboles pequefios que
crecen en zonas tropicales y en areas desérticas, incluye alrededor de 15
especies de arboles y arbustos cuyo habitat natural se extiende desde el sur de
los Estados Unidos de América hasta el norte de Colombia, Cuba, Haiti y
Republica Dominicana. En la Repulblica Mexicana se han identificado alrededor

de once especies'*'®,

Karwinskia humboldtiana es conocida en México con los nombres de
“tullidora”, “capulin tullidor”, “coyotillo”, entre otros; crece como arbusto silvestre
y produce una drupa de color violeta oscuro cuando esta maduro, de medio a
un centimetro de diametro, de endocarpo lefioso, que encierra frecuentemente
dos semillas fértiles y dos abortadas, contiene una sustancia amarilla, soluble
en agua y un sabor dulce debido a su contenido de glucosa (Figura 5).
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Figura 5. Fotografias que muestran el arbusto de Karwinskia humboldtiana y su fruto en
diferentes estados de maduracién.

El fruto de Karwinskia humboldtiana es capaz de provocar paralisis en
individuos que la ingieren. El cuadro clinico de la intoxicacion con esta planta ha
sido tradicionalmente descrito como una paralisis flacida, simétrica, progresiva y
ascendente, se presenta dos a tres semanas después de la ingestién del fruto
de la “tullidora”, iniciAandose en las extremidades inferiores de donde asciende
progresivamente afectando a los segmentos superiores del cuerpo, hasta
presentarse paralisis bulbar que puede ocasionar la muerte'2'?_ g o Individuo



;'ﬁ{asto-!ogia

presentarse parélisis bulbar que puede ocasionar la muerte'?'? Sj el Individuo
afectado sobrevive, la recuperacidn se hace paulatinamente, en forma
espontanea, desapareciendo la parélisis en orden inverso al de aparicién,
lentamente hasta obtenerse recuperacién funcional completa; en promedio el
periodo de recuperacién es de un ano, existen variaciones individuales entre
los diferentes casos en lo que se refiere a duracion, gravedad y extensién de la
pardlisis. El cuadro clinico presenta cierta similitud con el de la poliomielitis,
Guillain-Barré y los cuadros de poliradiculoneuritis debidos a otras causas, ya
que la paralisis por “tullidora’ ademas es flacida, pero realizando un anélisis

clinico cuidadoso permite establecer el diagnéstico diferencial.

El principio toxico se localiza principalmente en la semilla del fruto, de
donde se han extraido diversas toxinas denominadas en base a su peso
molecular como: T-496, T-514, T-516 y T-544, de las cuales se ha observado
que es la T-544 la que produce pardlisis y recientemente se ha descrito que la
T-514 también tiene este efecto a largo plazo después de ser administrada 4’

(Figura 6).

OH O OH oH OH o
(&9
T-514
T-496 o ;";’::: 0
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Figura 6. Estructuras quimicas de las diferentes toxinas extraidas del fruto de Karwinskia
humboidtiana, su efecto y/u 6rgano en que causa alteraciones.
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1.3.1. Reportes Clinicos de Intoxicaciones.

Los efectos tdxicos de esta planta los describié por primera vez
Francisco Xavier Clavijero'®. En México se han publicado diversos trabajos en
donde se describen observaciones clinicas o experimentales sobre los efectos
paralizantes de |la Karwinskia humboldtiana. Entre esas publicaciones destaca
el excepcional trabajo clinico de Castillo®™, los estudios del Instituto Médico

[*"* las investigaciones experimentales de Eliseo Ramirez y la Dra.

Naciona
Rivero en el Instituto de Salud y Enfermedades Tropicales* y los trabajos de

Padrén y Velasquez en San Luis Potosf.'7®

Castillo® describe la intoxicacién de 106 soldados en donde menciona
haber practicado tres autopsias en las que al realizar el examen macroscopico
menciona solo ligera disminucién del volumen de algunos nervios periféricos”
sin haber encontrado “lesiones visibles en la méduia, meninges o cerebro y
concluyd, basandose en le estudio clinico, que seguramente se trataba de una
polineuritis toxica y no de lesiones de la médula espinal, ya que los enfermos
que se curaban mostraban una recuperacién funcional completa y los muy
graves fallecian debido a lesiones de los nervios de origen bulboprotuberancial,
como sucede en otras polineuritis. Por otra parte, Segovia®' reporté el caso de
un paciente en el cual el diagndstico de polineuritis se efectué por el
antecedente de la ingestion de la fruta de Karwinskia humboldtiana, asi como
por el cuadro tipico de paralisis simétrica, progresiva, ascendente y por el
estudio del liquido cefalorraquideo, siendo corroborada la lesion del nervio
periférico mediante el estudio electromiografico,. Bustamante® reporta otro
caso de intoxicacién por el mismo fruto, a este paciente se le diagnostico
cuadriparesia flacida con arreflexia globar, paresia de los musculos
intercostales y diafragméticos. En otro caso, Bermidez'? |a intoxicacién de una
familia en donde 10 de sus 13 miembros murieron, se diagnosticé una

polirradiculoreuritis por desmielinizacién segmentaria.
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1.3.2. Experimentos Realizados con Toxinas Purificadas.

En estudios experimentales realizados con la toxina purificada, Mitchell®
realizd un estudio con las toxinas T-496 y T-544 aisladas del endocarpo del
fruto del coyotillo e inyectadas en el nervio ciatico de ratas; reporté que ambas
producian una neuropatia periférica en la que predominaba una
desmielinizacion segmental y en cortes histolégicos mencioné que habia

fagocitosis no solo por macrofagos sino también por las células de Schwann.

Mufioz?* en otro experimento realizado en gatos con extractos de la
semilla, concluye que la pardlisis producida por las toxinas de la “tullidora” es el
resultado tanto del blogueo de la conduccién de los impulsos nerviosos como
de la denervacion muscular; por otra parte sugiere que la implicacién de los
nervios motores en la neuropatia experimental por tullidora y la preservacion de
sensacion somatica en cuadriplejia de nifios intoxicados accidentalmente, estan
relacionados con la distribucion de los diametros axonales en nervios

periféricos.

Bermudez®® al intoxicar ratones con la T-544 describié alteraciones en
nervios periféricos, ademas en los animales que sobrevivieron cinco dias o
més, presentaban aiteraciones de las |aminas de mielina, sin infiltrado
inflamatorio en este tejido.

1.3.3. Experimentos Realizados con el Fruto Completo.

Por otra parte en estudios experimentales pero en intoxicaciones con el
fruto completo se han descrito alteraciones diferentes a la realizadas con las
toxinas aisladas. Del Pozo', llevé a cabo una serie de estudios fisiolégicos que
le permitieron comprobar que en los animales paralizados existian alteraciones

claras en la conduccidén de los nervios periféricos; inicié un estudio sistematico
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de los diferentes aspectos de la intoxicacién por Karwinskia humboldtiana, asi
como aspectos neuropatolégicos, los cuales se continuaron por Alfonso
Escobar y Dionisio Nieto'' que describen una incoordinacién motora del tren
posterior a los seis u ocho dias de administrada la semilla a gatos y ratas, los
cuales rapidamente presentaban una parélisis flacida, que ascendié
progresivamente hasta afectar las extremidades anteriores en
aproximadamente 48 a 72 horas; en el estudio microscopico de nervios
periféricos reportaron &reas de degeneracion mielinica, abundantes e
irregularmente distribuidas entre los haces de fibras, localizadas en uno o varios
segmentos internodales en una misma fibra nerviosa, alternando con tramos de
mielina normal, las células de Schwann mostraban proliferacién y en ocasiones,

la vaina de mielina estaba totalmente desintegrada.

Charlton®*® también reportd las lesiones observadas en las fibras de
nervios periféricos de cabras intoxicadas experimentalmente con el mismo fruto;
la neuropatia periférica observada la describi6 como una desmielinizacion
segmental y degeneracién Walleriana con lesiones que ocurren primero y mas
frecuentemente en las células de Schwann; la degeneracién Walleriana se
observé mas marcada en cabras con altas dosis y los sitios de estas
observaciones fueron sobre nervios mas distales a la medula espinal; el analisis
con ultraestructura demostré hinchazén de las células de Schwann,
degeneracién mitocondrial, deplecidon de glucégeno, deshilachamiento de la
vaina de mielina, desmielinizacién segmental y degeneracién Walleriana;
ademas de que esos resultados sugieren primero un dafo mitocondrial en las
células de Schwann, perjudicado el transporte activo.

Por otra parte Mufioz® reporté un estudio con gatos intoxicados con una
dosis Unica de fruto molido administrado directamente en el tubo gastrico,
encontré dano motor entre tres y seis semanas después de intoxicados, a nivel
ultraestructural describié una intensa desmielinizacién de los axones motores,

rodeados por células de Schwann alteradas, las cuales frecuentemente
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mostraban la membrana basal engrosada; ademas Mufoz, al compararse con
los controles, las células de Schwann mostraban un citoplasma mas
electrodenso e hinchado; también encontré que algunas células de Schwann
mostraban un citoplasma con abundantes vesiculas envueltas con membrana
que contenian estructuras parecidas a mielina; los axones al desmielinizarse
mostraban algunos cuerpos electrodensos y mitocondrias alteradas. Estas

alteraciones fueron reportadas también por Kazuko™ en un experimento similar.

Por otra parte Salazar®' en su tesis doctoral, realizé una contribucién
importante al desarrollar un modelo animal de polineuropatia, intoxicando ratas
Wistar con una dosis fraccionada del fruto completo de K. humboldtiana,
logrando reproducir las alteraciones similares a las desarrolladas en humanos y
que denomind como: sin neuropatia, paresia, paralisis y recuperacion a los 24,
48, 58 y 112 dias pos-intoxicacion respectivamente. En cortes histolégicos de
nervio ciatico describié una desmielinizacién segmentaria, alteraciones en el
axon, participacion de anticuerpos IgG contra proteinas de la mielina, presencia
de infiltrado inflamatorio que correspondia a linfocitos y células cebadas; estas
células presentaban un comportamiento particular en donde los linfocitos se
presentaban después de la intoxicacién, aumentaban progresivamente hasta la
etapa de paralisis y disminuian drasticamente en el periodo de recuperacion, a
diferencia de las células cebadas que se enconiraban como residentes
normales del nervio ciatico y posterior a la intoxicaciébn su numero se
incrementaba y mantenia hasta la etapa de paralisis, durante la recuperacion la
cantidad de células incrementaba nuevamente; ademas, reporté desgranulacion
de células cebadas durante cada una de las etapas desarrolladas en el modelo
animal y con esto propuso la intervencién del sistema inmune en este proceso

patolégico.
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1.4. Las Células Cebadas.

Las células cebadas son un tipo celular presente en todos los
vertebrados,** griginaimente fueron identificados debido a la propiedad
metacromatica que muestran sus granulos frente a colorantes bésicos™,
propiedad que se debe a que los granulos de estas células almacenan
glucosaminoglucanos sulfatados (GAG's)®. Estas células son mejor conocidas
por su papel en la hipersensibilidad, participan en las reacciones alérgicas o
anafilacticas, y cuentan con receptores con una alta afinidad para las
inmunoglobulinas IgE. Al activarse y desgranularse pueden liberar diversas
sustancias mediadoras vasoactivas y proinflamatorias ademas de GAG'’s como
aminas biogénicas, gquimiocinas, enzimas, factores de crecimiento, péptidos,
proteoglicanos™> (Tabla 1).

Tabla 1. Muestra algunos mediadores y su efecto fisiologico secretados por células cebadas.

Mediadores
primarios

Efectos fisiologicos

Mediadores
primarios

Efectos fisiologicos

Aminas biogenas
Adrenaling.

Dopamina
Histamina

Serotonmna

Enzimas
Arisuifatasas

Carbaxipeptid ass
&

Quimasa

Fosfolpasas
Trptasas
imiggi

IL-8, MCP-1, MCP-
3. MCP-4,RAHTES

« Neuromoduilacion

. Vasodiptac:én.
BNQIOGENESS,
mio génesis y dalor.
s \Va80CONSIrCCION y
dolor.

» Hidroksis de llipdaos
y proteaglicanos.

= Procesamiento de
péptiios.

« Dafio tsular. dolor,
sints1s de
angwotensing 11,

» Generacion de acilo
araquxionico.

» Dafio tisular,
nflamacion y dolor.

» Quimioatraccion

Fact. de crecimiento

CSF. GIs-CSF. b-
FGF. NGF

Péptidos
Fact. Quirnwotachcos

Fact. Lib. de Coricot.

Endorfias
Cininas
Somatostatina
Sustanci P
Péptdo intestina
vasoactrg

lican
Hepanna
Condrotin su lfato

Acxio hialuron ico

» Crecimiénto celular.

Infitracion de
leucocitos.

» Vasodiatacion €
nflamacion.

« Anaigesia.

» Vasod tatacién y dolor

s Antnnflamatoro.
» Inflamacién y dolor.
Vasod latacion

» Anticoagulante,
Antinfiamatorio,
estabilzador HGF.
Anguogénessy
estab lizador NGF.

» Smtess Je te;do
conecivo
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Recientemente se han reportado nuevas moléculas a la fista de
compuestos presentes en los granulos de las células cebadas: el Factor de
crecimiento Neuronal (NGF)*%; el Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase
Il (MHC-1)*%%; el tactor de células madre (SCF)5"*2 ademas de ARN y
ARNm,** | que confirma la inmensa complejidad funcional de estas células.

Otros autores™7® reportan que las proteasas (quimasa y triptasa) son
capaces de degradar las proteinas de la mielina, ademés, que la proteina
basica de la mielina (PBM) es capaz de favorecer la desgranulacién de las
células cebadas, sugiriendo que son capaces de contribuir en el dafio a la
mielina.

Existen reportes en donde ya se habia encontrado asociacion de las
células cebadas con las terminaciones nerviosas®. Por ofra parte, algunos
reportes que describen las evidencias anatémicas de la asociacién entre células
cebadas y nervios en mamiferos, especialmente en ftracto digestivo,
respiratorio, genital y en la piel,>>%®

1.5. Experimentos en Neuropatias por otras Causas.

Estudios experimentales de neuropatias por otras causas, han sefialado
que los macrofagos y las células de Schwann juegan un papel importante en la
degradacion y remocién de la mielina; algunos datos que han sido reportados
relacionan a las células cebadas con la degeneracién Walleriana®™. Olson®"% y
Latker™, revelaron que después de un danio, las células cebadas se acumulan y

desgranulan en el nervio periférico.

Esposito®® reporta la presencia de células cebadas en una neuropatia
provocada al seccionar el nervio braquial de ranas; en esta investigacion
ademéas de determinar el tamano y el nimero total de estas células, también

utilizé diferentes técnicas histoquimicas para la deteccion de algunos

12
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mediadores en estas células. En sus resultados describe un aumento del
ndmero de células cebadas/mm? aumento de tamafio y desgranulacién,
eventos seguidos a la seccién del nervio, ademas, diferentes caracteristicas
histoquimicas en los granulos de estas células cebadas durante el transcurso
de |la degeneracion Walleriana y regeneracién del nervio; con estos resultados
sugirié que las células cebadas podrian jugar un papel importante en el
mecanismo de degeneracién y regeneracion por medio de la secrecion de
moléculas que se difunden.

Por lo tanto, con la informacion obtenida se pretende en esta
investigacién, al contribuir al conocimiento de la participacion de las células
cebadas y continuar con la caracterizaciéon de este tipo de polineuropatia en el

modelo animal desarrollado por Salazar®'.
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1.6. JUSTIFICACION.

Se considera de gran importancia analizar mediante técnicas
histoquimicas la participacion de las células cebadas en cada etapa de la
neuropatia desarrollada en el modelo animal, asi como también, llevar a cabo
un estudio ultraestructural del axén, células de Schwann, vaina de mielina y
elementos celulares asociados; para contribuir a la caracterizacion de este tipo

de neuropatia.

1.7. OBJETIVO GENERAL.

Contribuir al conocimiento de la participacion de las células cebadas en
la neuropatia causada por el fruto de las plantas del género Karwinskia, y a la
descripcion de los cambios ultraestructurales de vainas de mielina, axones y
células de Schwann y elementos celulares asociados, en el modelo animal

desarrollado por Salazar (2003).

14
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1.8. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar la participacién de las células cebadas en las distintas etapas de la
neuropatia téxica causada por K. humboldtiana, por medio de técnicas
histoquimicas, asi como cuantificar los cambios observados y compararlos

estadisticamente entre los grupos y el control.

2. Describir y comparar los cambios histologicos presentes en el nervio ciatico
en cortes semifinos, en las etapas desarrolladas en el modelo animal de

neuropatia téxica (control, sin neuropatia, paresia, paralisis y recuperados).

3. Evaluar mediante microscopia electrénica de transmision los cambios
presentes en los axones, vainas de mielina, células de Schwann y
elementos celulares asociados a nervio ciatico, en cada una de las etapas

desarrolladas en el modelo animal de neuropatia toxica.

15
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS
2.1. Equipo Utilizado.

Balanza analitica OHAUS.

Potenciémetro Orion Research modelo 601 A / digital ionalyzer.

Placa caliente Corning Hot Plate Stirrer PC-351.

Estufa eléctrica Equiphos S.A.

Refrigerador supermatic® modelo 0803.

Campana de extraccion.

Microtomo American Optical Corporation.

Bano de flotacion con control de temperatura Lipshaw MFG. CO.

Centro de inclusion Tissue Embedding Center Tissue Tek Il

Ultramicrotomo RMC MT-X.

Cuchilla de diamante Diatome.

Preparador de cuchillas LKB BROMMA 7800 KnifeMaker.

Microscopio estereoscopico American Optical Corp. modelo 569.

Microscopio de luz de campo claro EAGLE modelo CM240.

Estuche de diseccion.

Microscopio electrénico de transmision modelo EM109 de Carl Zeiss.

Sistema Millipore® desionizador y purificador de agua mili-Q, con cartuchos de
intercambio idnico de carbén vy filtros de ésteres de celulosa (poro 0.22 um)
biolégicamente inertes.

Camara digital Sony Cybershot DSC-P72.

Computadora personal.
2.2. Reactivos Utilizados.

Reactivos utilizados para microscopia de luz: paraformaldehido, PBS,

alcohol etilico, xilol, parafina, isopropanol, azul de toluidina, acido acético,
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acetato de sodio, acido clorhidrico, acido per-iédico de Schiff, metabisulfito de
sodio, hematoxilina, azul alciano, safranina, sulfato de amonio férrico y resina

sintética (entellan).

Reactivos utilizados para microscopia electréonica de transmision:
glutaraldehido, hidroxido de sodio, cacodilato de sodio, tetradxido de osmio,
nitrato de uranilo, resinas epoxicas, azul de toluidina, borato de sodio, acetato
de uranilo, citrato de plomo, acido picrico, paraformaldehido y acido clorhidrico.

2.3. Material Biolégico Utilizado.

El material para esta investigacion se obtuvo del modelo animal con neuropatia
téxica inducida experimentalmente por Karwinskia humboldtiana desarrollado

por Salazar®! (Figura 7).

Administracion

Dosis fraccionadas via oral

del fruo molide 3.5 g/Kg

Ratas Wistar ambos
sexos peso 195£254.

Tratado
con agua

24 Dias

Sin Neuropatia

112 Dias

Recuperacion

48 Dias 58 Dias
Paresia Paralisis

1 I

Nervio ciatico

—
Blogues de parafina J l

Figura 7. Desarrollo del modelo animal realizado por Salazar™'.
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El modelo animal se desarrollé de la siguiente manera. Se utilizaron ratas
Wistar de ambos sexos, con un peso promedio de 195 + 25 g y fueron
distribuidas en lotes de cinco animales como minimo (n = 5), los cuales previo
ayuno de seis horas recibieron por v.0. mediante una sonda esofagica, una
dosis fraccionada del fruto molido de 3.5 g/Kg (1 dosis 1.5g/Kg + 4 dosis 0.5
9/Kg administradas individualmente dos veces por semana) en suspension
acuosa de concentracion 0.2 g/mL. Todos los animales se mantuvieron bajo
condiciones estandar de laboratorio, ciclo luz-oscuridad de 12 horas,
temperatura 22 °C y recibieron agua y alimento completo, balanceado y libre de
antibidticos ad libitum. En total se formaron 5§ grupos experimentales (Tabla 2)
incluyendo el tratamiento Control al cual no se le administré el fruto: Control (dia
0), Sin Neuropatia (24 dias), Paresia (48 dias), Paralisis (58 dias) y
Recuperados (112 dias). Los nervios ciaticos se disecaron y una parte de los
fragmentos fueron fijados en glutaraldehido (Apéndice A) y se incluyeron en
resinas epdxicas (Apéndice D); la otra parte de los fragmentos se fijaron en
paraformaldehido al 4% (Apéndice E) y posteriormente se incluyeron en
parafina (Apéndice F).

Los blogues en parafina y en resinas epoéxicas, se separaron por etapas
de la intoxicacion y a partir de estos se desarroll6 la presente investigacion.

(fr-{;zt;n:;:;ode N T('gg‘g
K. humboldtiana) pe
Sin tratamiento Control 0
1 dosis 1.5g/Kg + 4 Sin Neuropatia 24
dosis 0.5 g/Kg Paresia 48
administradas —
individualmente dos | Paralisis 58
veces por semana Recuperados 112

Tabla 2. Tratamiento de los grupos experimentales,
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2.4. Diseno Experimental.

El diseno empleado en este experimento fue el denominado
completamente al azar, en donde los tratamientos (tiempo 0, 24, 48, 58 y 112
dias de transcurso de la neuropatia), con 5 repeticiones cada tratamiento dieron
un total de 35 unidades experimentales (ratas Wistar). En el que las
observaciones pueden ser representadas por el modelo estadistico lineal

Yij = ptdj+4&j
Donde: u : es el efecto medio verdadero
1 : es el efecto verdadero del i-ésimo tratamiento
e : es el efecto verdadero de la j-ésima unidad experimental sujeta

al i-ésimo tratamiento.

2.5. Distribucion de Grupos Experimentales.

Los grupos experimentales se distribuyeron de la siguiente manera:

» Bloques de parafina: Se utilizaron en total 25 bloques de parafina, 5
bloques por grupo para cada una de las siguientes etapas: Control (dia 0), Sin
Neuropatia (24 dias), Paresia (48 dfas), Paralisis (58 dias) y Recuperados (112
dias). Se obtuvieron cortes mediante microtomia, 5 laminillas/bloque teniendo

un total de 100 laminillas.

> Bloques de resinas epdxicas: Se utilizaron en total 15 bloques de resinas
epoxicas, de los cuales por una parte se obtuvieron cortes semifinos (3
laminillas/bloque) y cortes finos (2 rejillas/bloque) mediante ultramicrotomia, en
cada una de las etapas, teniendo un total de 45 laminillas y 30 rejillas.
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2.6. Variables a Evaluar y Procesamiento de Muestras.

Las variables a evaluar y los procesos que se realizaron a los cortes
obtenidos de los bloques de parafina y a los cortes obtenidos de la inclusién en

resinas epéxicas, se realizaron como se describen a continuacion.
2.6.1. Muestras en Bloques de Parafina.

Los cortes obtenidos de los bloques de parafina se utilizaron para
cuantificar las células cebadas y valorar los cambiocs histoquimicos de sus
granulos de secrecion durante el transcurso de la degeneracién y regeneracion

del nervio ciatico en las etapas ya mencionadas.

Los cortes se desparafinaron (Apéndice G) y posteriormente se les

realizaron las siguientes técnicas histoquimicas para la evaluacion de variables:

A) Variable CC/mm?® completas o desgranuladas: para la evaluacién
de esta variable se utilizé la técnica histoquimica de azul de toluidina (AT), que
identifica la poblacién total de células cebadas endoneurales completas o
desgranuladas en base a su tfpica metacromasia de los granulos secretores, la
cual contrasta a las células con un color azul oscuro (Apéndice H).

B) Variable CC/mm? con contenido de mucopolisacariodos: para la
evaluacion de esta variable se utilizd la técnica histoquimica de dcido per-
iodico de Schiff (PAS), que identifica con diferentes tonalidades de color
magenta a los mucopolisacaridos en los granulos de las células cebadas,
especificamente la heparina (Apéndice |), la cual es una molécula que tiene
efecto anti-inflamatorio y es un estabilizador de! factor de crecimiento neural.
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C) Variable CC/mm? con contenido de mucinas acidas o neutras:
para la evaluacion de esta variable se utilizé |a técnica histoquimica de azul
alciano/PAS (AA/PAS), la cual es una técnica que combina por una parte el
azul anciano que detecta mucinas acidas como el condroitin sulfato (A, B, C),
heparan sulfato, queratan sulfato, entre otros y por otra parte utiliza la técnica
de PAS para detectar las mucinas neutras como hexosaminas asociadas con

grupo de hexosas libres (Apéndice J).

D) Variable CC/mm? jévenes o maduras: para la evaluacién de esta
variable se utilizé la técnica histoquimica de azul alciano/safranina (AA/S), con
esta técnica histoquimica (Apéndice K) se pueden identificar aminas biogénicas
como adrenalina, dopamina, histamina y serotonina, ademas de heparina en los
granulos de células cebadas, también es capaz diferenciar entre los granulos
maduros (viejos, CC en color azul) de los que aun se encuentran en este
proceso (jovenes, CC en color rojo).

Enseguida, las laminillas con los cortes de nervio cidtico tehidas
histoquimicamente con cada tratamiento fueron deshidratadas, montadas con

resina sintética (Apendice L) y observadas bajo un microscopio de luz de campo

claro a un aumento de 100X.

2.6.2. Muestras en Resinas Epoxicas.

Los cortes semifinos y finos obtenidos de los bloques de resinas
epoxicas se utilizaron para su observacién a microscopia de luz y microscopia
electrénica de transmision respectivamente, las cuales fueron variables de
observacion que no fueron sometidas a ningun analisis estadistico, pero si se

utilizaron para describir la morfologia del nervio ciatico en €l modelo animal.
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Los cortes semifinos fueron contrastados con azul de toluidina (Apéndice
M), en estos se describieron las caracteristicas morfologicas del nervio ciatico,
para su estudio comparativo entre las ratas Control (dia 0) y con las etapas: Sin
Neuropatia (24 dias), Paresia (48 dias), Paralisis (58 dias) y Recuperados (112
dias)

Los cortes finos se contrastaron con sales de metales pesados como se
indica en el Apéndice N y posteriormente se utilizaron para analizar las
caracteristicas ultraestructurales de los axones, vaina de mielina, células de
Schwann y elementos celulares asociados al nervio ciatico, de ratas Control y
de cada una de las etapas desarrolladas en el modelo animal.

2.7. Analisis Estadistico.

Una vez obtenidos los datos experimentales se desarrollo el analisis de
varianza para la estimacién de parametros y/o prueba de hipétesis; asi como la
prueba de comparaciones multiples segun el procedimiento Tukey {< = 0.05),

analizados mediante el paquete estadistico SAS*®,
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1. Analisis Morfolégico Mediante Microscopia de Luz.

3.1.1. Anadlisis con Azul de Toluidina (AT).

Todos los resultados obtenidos de la poblacién de las células cebadas, a partir
del andlisis de cortes de nervios ciaticos incluidos en parafina, de todos los
tiempos y condiciones experimentales, fueron comparados con los resultados
obtenidos en el Control. Al analizar las células cebadas con la tincién de AT, no
encontramos patrones distintivos de estas células en cuanto a su morfologia, es
decir, observamos tanto células integras, bien delimitadas, con granulos de
secrecion metacrométicos (Figura 8 A,D), asi como también células en proceso
de desgranulacién o desgranuladas por completo (Figura 8 B,C) en cada una de

las etapas desarrolladas en el modelo animal.
3.1.2. Analisis con Acido Per-lédico de Schiff (PAS).

La tincion de PAS nos mostré la presencia de mucopolisacaridos,
especificamente heparina y solo reveld células cebadas con una morfologia
integra; aln cuando la positividad estuvo presente en cada una de las etapas
desarrolladas en el modelo animal (Figura @ A,C,D), existié una diferencia de
tincion clara durante la etapa de Paresia (Figura 9 B) en donde se presentaba la
mayor positividad comparada con el resto de las stapas y al parecer un menor

tamano de estas células.
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3.1.3. Analisis con Azul Alciano/PAS (AA/PAS).

Al identificar en los granulos de secrecion de células cebadas mucinas acidas y
neutras con la combinacién de AA/PAS, se observaron solo células integras,
con positividad ligera al PAS (Figura 10 C) o células con granulos positivos para
ambas tinciones (Figura 10 A,D), esta caracteristica de tincién fue observada
durante las etapas Control, Sin Neuropatia, Paralisis y Recuperados. Durante la
etapa de Paresia (Figura 10 B) se observaron lUnicamente células cebadas
negativas al AA y con una positividad al PAS muy marcada, incluso mayor a la

presentada en el resto de |as etapas.

3.1.4. Analisis con Azul Alciano/Safranina (AA/S).

Al utilizar la combinacidon de AA/S, se facilitdé la identificacién de aminas
biogénicas y heparina respectivamente en los granulos de las células cebadas,
en las etapas Control, Sin Neuropatfa, Paralisis y Recuperados, en las cuales
se observaron células integras que van desde ovales hasta alargadas, bien
delineadas, en las que se pueden distinguir diferentes patrones histoquimicos
en sus granulos, por ejemplo se presentan granulos (Figura 11 AB) con
positividad para ambos colorantes pero con diferentes patrones de organizacion
intracitoplasmatica; también se observaron células cebadas que Unicamente
contenian granulos positivos a la safranina (Figura 10 C). La diferencia se
presenta durante la etapa de Paresia (Figura 10 D), en donde las células
cebadas se observan con una morfologia poliédrica y que dan la apariencia de
un menor contenido citoplasmatico comparado con las anteriores
fotomicrografias y es en esta etapa en donde solo se observaron células con

positividad a la safranina.
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Figura 8. Nervio ciético de rata. Se muestran células cebadas de la etapa Control, en A)
una céluia integra, bien delimitada y de forma redonda (9); y en B) dos células desgranuladas
por completo a manera de estallamiento (4\). C) Célula en etapa de Paresia iniciando el proceso
de desgranulacién (8). D) Célula en etapa de Recuperados integra y de forma ovalada (A).

Fotomicrografia de luz. Inclusién en parafina. Tincién con AT. 1000X.
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Figura 9. Nervio ciatico de rata. A) Control: se observa una célula cebada (©) integra,
ovalada ligeramente positiva (+). B) Sin Neuropatia: célula cebada (4) integra, ovalada con
positividad regular(++). C) Paresia: célula cebada (&) de morfologia poliédrica con una elevada
positividad (+++), asi como una aparente disminucion de volumen. D) Paralisis: célula cebada
(7) integra, ovalada ligeramente positiva (+). Fotomicrografia de luz. Inclusién en parafina.

Tincién con PAS. 1000X.



Figura 10. Nervio ciatico de rata. A) Control. se observa una célula cebada integra (') con
positividad al AA y al PAS . B) Paresia: célula cebada () con una elevada positividad al PAS.
C) Pardlisis: se aprecia una célula cebada (») con positividad marcada al AA y ligera al PAS.
D)Recuperados: muestra una célula cebada (/) con positividad ligera al AA y al PAS ().

Fotomicrografia de luz. Inclusién en parafina. Tincién con AA/PAS. 1000X%.
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Figura 11. Nervio ciatico de rata. Se muestran células cebadas de la etapa Control, en A) una
célula (9) positiva para ambos colorantes y con granulos de secrecion polarizados; y en B) una
célula (&) con positividad solo para safranina. C) Células en etapa de Paresia solo positivas a la
safranina (K). D) Paralisis: células integras (€) con granulos positivos a ambos colorante, con
una organizacién citoplasmatica heterogénea. Fotomicrografia de luz. Inclusién en parafina.

Tincién con AA/S. 1000X,
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3.2. Cuantificacién de las Poblaciones de Células Cebadas.

A partir de los cortes de nervios ciaticos incluidos en bloques de parafina
se cuantificaron y se valoraron los cambios histoquimicos de los granulos en
células cebadas. Una vez obtenidos los datos experimentales se desarrollo el
analisis de varianza para la estimacion de paradmetros y/o prueba de hipaétesis;
asi como la prueba de comparaciones multiples segun el procedimiento Tukey
(c = 0.05). El primer paso fue verificar cual de las técnicas histoquimicas
detectaba la mayor cantidad de células cebadas por mm? (CC/mm?),
comparada con los otros procedimientos, se realizd un analisis estadistico
(Tabla 2).

Prueba de Medias
Azul de toluidina 10.467
Azul Alciano/Safranina 8.34

PAS 3.959
Azul Alciano/PAS 3.546

Misma literal significa que son estadisticamente iguales al 0.05 en la prueba de Tukey
Tabla 3. Comparacién entre las diferentes técnicas utilizando una prueba de medias.

Esto nos indicé que el AT es la técnica que detecté el mayor niimero de
células debido a que en la prueba de medias es estadisticamente superior al
95% con respecto a los otros métodos con la pruéeba de Tukey, ya que el valor
de su media (10.467a) es estadisticamente diferente al resto de las técnicas.
Las técnicas de AA/S (8.34ab) y PAS (3.959bb), no mostraron diferencias
significativas. La tinciébn con AA/PAS fue en la que se detecié una menor
cantidad de células cebadas (3.546b), esto también nos indica que es
estadisticamente diferente al resto de las técnicas.
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Una vez que identificamos que con el AT se cuantificaba la poblacion

total de células cebadas endoneurales, tanto desgranuladas como las no

desgranuladas (Tabla 3), evaluamos los resultados obteniendo el promedio y la

desviacion estandar de las variables de interés para cada técnica histoquimica
(Tablas 4, 5y 6).

Variables de interés

Etapas de la neuropatia.

Control
(Dia 0)

Sin Neuropatia
(Dia 24)

Paresia
(Dia 48)

Paralisis
(Dia 58)

Recuperados

(Dia 112)

2

Totales

6.12

6.59

8.88

9.05

11.6

No Desgranuladas

3.94

427

5.88

6.10

Valor promedio
de CC/mm

Desgranuladas

2.18

2.32

3.00

Desviacion estandar
de CC totales

2.38

2.33

Tabla 4. Resultados de ta cuantificacion de las ceélulas cebadas totales endoneurales teiidas

con AT.

Etapas

de la

neuropatia

Porcentaje de positividad en células cebadas

10l

R

DL

Total de

CC /mm?

Control

3.14 £ 1.02

Sin
Neuropatia

3.03+1.14

Paresia

1.84 £ 0.64

Paralisis

454 +0.93

Dia 112

Recuperados

Intensidad de la reaccion: + = Rosa palido, +++ = Fucsia

Tabla 5. Resultados de la cuantificacion de las células cebadas tefiidas con PAS.

6.00 + 0.67
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Porcentaje de células cebadas
Etapas
Total de
de la
CC /mm’®
neuropatia
Parpuras Azules
Dia 0 Control 96.1 % 39% 3.67 £1.39
Dia 24 Sin Neuropatia 98.9 % 1.1 % 347 £ 0.64
Dia 48 Paresia 100 % --- 1.93 £ 1.03
Dia 58 Paralisis 95 % 5.0% 3.77 £ 0.88
Dia 112 Recuperados 99.4 % 0.6 % 487 £1.14

Tabla 6. Resultados de la cuantificacion de las células cebadas tenidas con azul
alciano/PAS.

Porcentaje de células cebagas
Etapas
Total de
dela
CC /mm?
neuropatia
Rojas Azules
Dia 0 Control 91.3 % 8.8 % 6.28 £ 1.92
Dia 24 Sin Neuropatia 89.6 % 104 % 6.06 £ 1.88
Dia 48 Paresia 100 % - 1.34 £ 0.87
Dia 58 Paralisis 821 % 17.9% 7.75+1.08
Dia 112 Recuperados 91.1% 8.9 % 11.5+£1.54

Tabla 7. Resultados de la cuantificacion de las células cebadas tefiidas con azul
alciano/safranina.
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3.3. Representacion Grafica de las Poblaciones de Células Cebadas.

Posteriormente se graficd el valor medio de los datos obtenidos en la
cuantificacién de células cebadas, en donde se tomé como punto de
comparacion el AT (Gréfica 1), ya que fue la técnica con la que se detect6 el
mayor nimero de células cebadas por mm? Encontrando células cebadas
como residentes normales tanto integras como en proceso de desgranulacion o
desgranuladas completamente; este mismo patrén se mantiene en la etapa Sin
Neuropatia sin existir alguna diferencia significativa; conforme la neuropatia
avanza a la etapa de Paresia, aumenta el nimero de CC/mm?, el cual se
mantiene sin diferencia hasta la etapa de Paralisis. Durante la etapa de
Recuperacion se observa nuevamente un incremento en el nimero de células

cebadas.

Al utilizar la tincion con PAS (Gréafica 2), practicamente la tendencia es la
misma a la de la poblaciéon total observada con AT, solo con una menor
cantidad de CC/mm?; la otra diferencia y que es la que méas llama la atencién
es que al analizar la etapa de Paresia, en lugar de existir un aumento del
numero de células como se muestran con el AT, |la deteccion de esas mismas
células con PAS disminuye.

Con la tincion de AA/PAS (Grafica 3) también se detectd una menor
cantidad de células cebadas comparadas con las detectadas con AT. Durante la
etapa Control y Sin Neuropatia la mayoria de las células cebadas endoneurales
mostraban positividad al PAS y muy pocas al AA (Tabla 5) ¥%. Ademas, se
puede observar que es durante |la etapa de Paresia en donde se cuantifica la

menor cantidad de CC/mm®y que estas Gnicamente son positivas al PAS.

# Se observé una gran cantidad de células cebadas positivas al AA fuera de los limites del
nervio ciatico, en todas las etapas, excepto durante la Paresia (Dia 48). Estas células que no

se cuantificaron.
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Con AA/S (Grafica 4) no se observo una diferencia en cuanto al las
CC/mm? al compararla con las que se detectaron con AT. Con excepcion de la
etapa de Paresia que es en donde se cuantifico la menor cantidad de CC/mm?y

que de nuevo estas resultaron ser positivas unicamente a la tincién con PAS.

- Células cebadas integras - Células cebadas desgranuladas

Celilag cebatdas / mm*

(Dia 24 (Dia 48) DaMz
Sis Neuropatia Paresia Recuperados

Grafica 1. Representacion grafica del numero total de células cebadas endoneurales por mm?
cuantificadas en cada etapa en cortes de parafina tefiidos con AT. Los valores representan el
promedio + desviacion estandar del total de la poblacion celular.

D Células cebadas totales E Células cebadas con positividad al PAS

-
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—a
N

=)

<o

™~
=
c
»
©
o
@
0
o
o
o0
©
=
®
o

R
Nis 24
Ua s

Sin Neuropatis

Gréafica 2. Representacion grafica del numero total de células cebadas endoneurales por mm?
cuantificadas en cada etapa en cortes de parafina teiidos con PAS. Los valores representan el
promedio + desviacion estandar del total de la poblacién celular.

33



i hlS‘O'OE!a

D Células cebadas totales [_] Células cebadas con positividad al AA/PAS

—
£

N

()

(o]

Células cebadas / mm*

(Dsa 0) (Dia 24) (Dia 58 (Dia 112
Cantrol Sin Neuropatia Paralsss Recuperados

Grafica 3. Representacion grafica del numero total de células cebadas endoneurales por mm?
cuantificadas en cada etapa en cortes de parafina tefiidos con AA/PAS. Los valores representan
el promedio + desviacién estandar del total de la poblacion celular.

D Células cebadas totales . Células cebadas con positividad al AA/Saf
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(Dia 24) (D 48 (Dia 112
Sin Neurcpatia Dargsia Recuperados

Grafica 4. Representacion grafica del numero total de células cebadas endoneurales por mm?
cuantificadas en cada etapa en cortes de parafina tefiidos con AA/S. Los valores representan el
promedio + desviacion estandar del total de la poblacién celular.
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3.4. Analisis Estadistico por Etapas.

También se realizo una prueba de medias para comparar cada una de
las cinco etapas de la neuropatia (Control, Sin Neuropatia, Paresia, Paralisis y
Recuperados), con las cuatro técnicas histoquimicas (Azul de toluidina, PAS,
Azul alciano/PAS y Azul alciano/Safranina)

Durante la etapa Control la tincién con

AT resulté significativamente diferente
respecto a la de PAS y AA/PAS, estas
dos ultimas no tuvieron diferencia entre

si, La tincién con AA/S estadisticamente

es igual al resto de las tinciones (Grafica
5).

Misma literal significa que son estadisticamente
iguales al 0.05 en la prueba de Tukey

Gréfica 5. Andlisis estadistico en el grupo Control con las diferentes técnicas histoquimicas.

Durante la etapa Sin Neuropatia no se

observé ninguna diferencia significativa

en las técnicas histoquimicas. AT, AA/S,
PAS y Azul alciano/PAS (Grafica 6).

Etapa Sin Neuropati

Misma literal significa que son estadisticamente
iguales al 0.05 en a prueba de Tukey

Gréafica 6. Andlisis estadistico en el grupo Sin Neuropatia con las diferentes técnicas
histoquimicas.
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Durante la etapa de Paresia la tincién

con la técnica de AT resultd

significativamente diferente respecto al

resto de las tinciones, o explicado de

: , : otra forma, las técnicas histoquimicas
I de AAPAS, AA/S y PAS son

AAIPAS PAS

Etapa Paresia estadisticamente iguales entre si pero

Misma literal significa que son estadisticamente diferentes al AT (Gréfica 7).
iguales al 0.05 en ia prueba de Tukey

Gréfica 7. Analisis estadistico en el grupo Paresia con las diferentes técnicas histoquimicas.

Durante la etapa Paralisis no se observé

ninguna diferencia significativa en las
técnicas histoquimicas. AT, AA/S, PAS y
AA/PAS (Grafica 8).

y

F R S ST S —— —
A > :

AAIS PAS AAIPAS
Elapa Paralisis

Misma literal significa que son estadisticamente
iguales at 0.05 en |a prueba de Tukey

Grafica 8. Analisis estadistico en el grupo Paralisis con las diferentes técnicas histoquimicas.

Durante la etapa de Recuperados la

tincion con AT y AA/S, resultaron

estadisticamente iguales entre si pero
D

significativamente diferentes al PAS y
:{t AA/PAS (Grafica 9).

AAJS PAS AAIPAS
Etapa Recuperados

Misma literal significa que son estadisticamente
iguales al 0.05 en la prueba de Tukey

Gréfica 9. Analisis estadistico en el grupo Recuperados con las diferentes técnicas
histoguimicas.
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3.5. Anilisis Morfologlco del Nervlo Ciatico .

Al realizar el andlisis de los cartes semifinos, durante la etapa Controf
(Figura 12) se observo la merfologia normal del nervio que se caracteriza por la
forma gemicireular reqular de les axones mielinizados, asi como un grosor
uniforme de la vaina de mislina proporcional al diametro del axdn, ademéas de la
presencia de células cebadas con granulog metacrométicos y macréfagos cerca
de vasos sangulneos. Posterior a la intoxicacidn, durante |a etapa de Paresia
(Figura 13), se hacen presentes alteraciones manifestades principalmente en [a
vaina de mielina que se observan como un aumento en el grosor y espacios
dentro de esta, con ello un cambio en la morfologia normal de los axones
mielinizados. 48 dias después de la intoxicacion, etapa designada como
Paresia (Figura 14), la alteracion se acentué m&s con las mismas
caracterfsticas de la etapa anterior, ademas, en esta etapa se observé que en
algunos axones mielinizados, |la vaina de mielina presentaba un grosor que no
coriespondia al diametro del axén. En la etapa de Pardlisis (Figura 15), es en
donde se cbserva el mayor grado de alleracion en los axones mielinizados, en
la mayocria de ellos el grosor de la vaina de mielina se observa aumentado, asi
como también aumento de los espacios que se presentan dentro de esta;
ademas los granulos de secrecidon de las células cebadas no presentan su
tipica metacromasia. Es durante la stapa de Recuperados (Figura 16) en donde
se observa que el grosor de la vaina de mielina es mas regular en toda la
circunferencia en los axones mislinizados, ademas, las células de Schwann
presentan de nuevo metacromasia en sus granulos.
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Figura 12. Nervio ciatico de rata. Etapa Control. Se muestra la morfologia normal en donde se
aprecian grupos de axones amielinicos (<) y asi como axones mielinizados (%), envueltos por
una vaina de mielina (+) originada por las células de Schwann (=). Ademés, se observa una
seccién de una célula cebada integra (), con gran cantidad de granulos metacromaéticos (color
magenta); asi como un vaso sanguineo (~) con un eritrocito (») y muy cercano a este al
parecer un macréfago ([>). Fotomicrografia de luz. Inclusidn en resina epdxica. Azul de

toluidina. 1000x.
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Figura 13. Nervio ciatico de rata. Etapa Sin Neuropatia. Se observan axones mielinizados (*)
con alteraciones de su forma normal circular a una irregular, asi como también son visibles
alteraciones en el grosor de la vaina de mielina (=*), obsérvese los espacios dentro de estas

vainas (, ). Fotomicrografia de luz. Inclusién en resina epéxica. Azul de toluidina. 1000x.
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Figura 14. Nervio cidtico de rata. Etapa Paresia. Se aprecian alteraciones de la morfologia
normal del nervio ciatico, en la mayoria de los axones mielinizados (%), presentandose en un
mayor nimero de células el engrosamiento de la vaina de mielina (=) y los espacios dentro de

estas (). Fotomicrografia de luz. Inclusién en resina epdxica. Azul de toluidina. 1000X.
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Figura 15. Nervio ciatico de rata. Etapa Pardlisis. Se acentuda las alteracines de la morfologia
normal del nervio ciatico, en casi la totalidad de los axones mielinizados (*), asi como el
engrosamiento de la vaina de mielina (=) y los espacios dentro de estas {_); Nétese la pérdida
de la metacromasia (color azul) en los granulos de secrecién en la célula cebada (»).

Fotomicrografia de luz. Inclusién en resina epéxica. Azul de toluidina. 1000X.
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Figura 16. Nervio cidtico de rata. Etapa Recuperados. Se observa como el engrosamiento de
la vaina de mielina (=) se ha restablecido casi por completo. Obsérvese en la célula cebada
(>) en proceso de desgranulacion como los granulos presentan de nuevo su tipica
metacromasia (*:color magenta). Fotomicrograffa de luz. Inclusién en resina epdxica. Azul de

toluidina. 1000X.

42



) iﬁl istologia

3.6. Analisis Ultraestructural del Nervio Ciatico.

Al realizar el analisis de los cortes finos, durante la etapa Control (Figura
17) se observod la ultraestructura normal del nervio que se caracteriza por la
forma semicircular regular de los axones mielinizados, asi como un grosor
uniforme de Ia vaina de mielina proporcional al diametro del axon, ademas los
axones mielinizados y amielinicos se observaron con una electrondensidad
uniforme. Posterior a la intoxicacion, durante la etapa de Paresia (Figura 18), al
igual que en microscopia de luz, se hacen presentes alteraciones
ultraestructurales manifestadas principalmente en la vaina de mielina que se
observan como un aumento en el grosor y espacios dentro de esta a manera de
deshilachamientos, asi como un cambio en la morfologia normal de los axones
mielinizados, ademas llama la atencion el cambio de electrondensidad presente
principalmente en los axones amielinicos. 48 dias después de la intoxicacion,
etapa designada como Paresia (Figura 19), los cambios se acentuaron mas, en
esta etapa se observa que en algunos axones miglinizados, la vaina de mielina
presenta alteraciones manifestadas como deshilachamientos mas marcados
que en la etapa anterior, asi como un grosor que no correspondia al diametro
del axén. Es en la etapa de Paralisis (Figura 20), en donde se presenta el
mayor grado de alteracion de la vaina de mielina, que ademas de observarse
con un grosor aumentado, también muestra una mayor cantidad espacios
dentro de esta vaina y en el citoplasma de las células de Schwann. En la etapa
de Recuperados (Figura 21) se observa que el grosor de la vaina de mielina se
hace mas regular en la circunferencia en los axones mielinizados, con zonas en
donde ocurre remielinizacién y por otra parte persistiendo las alteraciones en
cuanto a la electrondensidad en los axones amielinicos.
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Figura 17. Nervio ciatico de rata. Etapa Control. Se muestran tanto axones (AM) mielinizados
envueltos por una vaina de mielina (V), asi como varios grupos de axones amielinicos (AA) con
una morfologia semicircular y cubiertos por las células de Schwann (S) integras. Microscopia
electrénica de transmision. Inclusién en resinas epéxicas. Contrastado con acetato de uranilo y

citrato de plomo. 3150x.
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Figura 18. Nervio cidtico de rata. Etapa Sin Neuropatia. Se muestran algunas alteraciones en
los axones mielinizados (AM) como cambios en su morfologia semicircular regular, ademas la
vaina que los rodea presenta hinchamientos (=) y regiones deshilachadas (-). Nétese en los
grupos de axones amielinicos (AA) las variaciones de electrondensidad. *: muestra vestigios
del lugar que ocupaban granulos de secrecién de una célula cebada. Microscopia electrénica de
transmision. Inciusion en resinas epoxicas. Contrastado con acetato de uranilo y citrato de

plomo. 2000X.
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Figura 19. Nervio cidtico de rata. Etapa Paresia. Se observa en los axones mielinizados (AM),
zonas con una oclusién parcial (=), desprendimientos de membranas (=) en algunas regiones
de la vaina de mielina. Ademas nétese los cambios de electrondensidad en los axones
amielinicos (AA). Se muestra una estructura que al parecer representa un macréfago (M).
Microscopia electrénica de transmision. Inclusién en resinas epdxicas. Contrastado con acetato

de uranilo y citrato de plomo. 2000X.
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Figura 20. Nervio cidtico de rata. Etapa Paralisis. Obsérvese los multiples espacios (=) dentro
del citoplasma de la célula de Schwann, engrosamiento de la vaina de mielina (), ademas
desprendimientos de esta (=) asi como alteraciones a manera de deshilachamiento (>).
Microscopia electrénica de transmision. Inclusion en resinas epéxicas. Contrastado con acetato

de uranilo y citrato de plomo. 2500X%.
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Figura 21. Nervio ciatico de rata. Etapa Recuperados. Se observan axones mielinizados (AM)
con diferentes electrondensidades, la vaina aun presenta alteraciones (=), asi como vainas de
un calibre muy delgado (v); ademas nétese en los axones amielinicos (AA) los cambios de
electrondensidad dentro de una misma célula de Schwann. Microscopia electronica de
transmision. Inclusion en resinas epodxicas. Contrastado con acetato de uranilo y citrato de

plomo. 3150X,
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3.6.1. Descripcion Ultraestructural de Células Asociadas al Nervio Ciatico.

Al analizas los granulos de secrecion de las células cebadas a nivel
ultraestructural, se observé que en las etapas Control, Sin Neuropatia, Paresia
y Recuperados, presentaban una electrondensidad de baja a moderada (Figura
22 A); al hacer la comparacion con las células cebadas de la etapa Parélisis
(Figura 22 B) que es en donde los granulos de estas células disminuyen su
metacromasia, estos se observan con una electrondensidad mayor, un tamano
heterogéneo y al parecer agrupados en regiones dentro de las células cebadas.
Por otra parte, observamos células mononucleares, al parecer linfocitos, que ya
habian sido identificados por Salazar®' por medio de inmunchistoquimica como
linfocitos T (Figura 23).
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Figura 22. Nervio cidtico de rata. Células cebadas en diferentes etapas. A) Paresia: se
observa una célula cebada con granulos metacromaticos (recuadro), que a nivel ultraestructural
se observan los granulos de un tamafio homogéneo con electrondensidad ligera y moderada
(=»). B) Paralisis: se observa una célula cebada con pérdida de la metacromasia en sus
granulos (recuadro), estos granulos, tienen menor tamafio, pero con una electrondensidad
mayor (=) y al parecer agrupados en ciertas regiones. Microscopia electronica de transmision.

Inclusion en resinas epoxicas. Contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo. A: 2000X,

B: 2500X, recuadros 100X,
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Figura 23. Nervio ciatico de rata. Etapa Paresia. Se observa una célula mononucleada con
caracteristicas morfolégicas similares a un linfocito (=). Ademas, se puede observar una célula

de Schwann (1) conteniendo axones amielinicos con diferentes patrones de electrondensidad
(>»).Microscopia electronica de transmision. Inclusién en resinas epdxicas. Contrastado con

acetato de uranilo y citrato de plomo. 4000X.

51



Xﬁ-hzqno'[ogm

CAPITULO 4
DISCUSION

Las alteraciones en el sistema nervioso periférico han sido estudiadas
extensivamente. Sin embargo, las interrogantes sobre cuales mediadores y/o
células estan involucradas o son responsables de los mecanismos de
degeneracion y regeneracion después de wuna alteracion aldn son
controversiales. Ain cuando se ha reportado ampliamente que los macréfagos
y las células de Schwann juegan un papel importante en la degradacion y
remocion de la mielina®, algunos datos han reportado la participacién de las
células cebadas durante la degeneracion Walleriana, estos estudios realizados
por Olsson et al ¥ y Latker et al.* mencionan que, después de un insulto las

células cebadas se acumulan y se desgranulan en el nervio periférico.

Asi mismo, se ha reportado en otras investigaciones un aumento en la
cantidad de células cebadas endoneurales en diferentes neuropatias y en
enfermedades neurodegenerativas del SNC por ejemplo: la neuropatia
diabética, esclerosis multiple, el sindrome de Guillain-Barré, Alzheimer y
degeneracion Walleriana entre otras®®3840,

Mediante la tincion con AT en este estudio observamos, que las células
cebadas se encuentran presentes en el nervio ciatico como residentes
normales, tanto integras como en proceso de desgranulacién, Posterior a la
intoxicacién con el fruto de K. humboldtiana, su nimero aumenta y es en la
etapa de Paresia (Dia 48) donde se observa el primer incremento significativo,
este permanece casi constante hasta la etapa de Paralisis (Dia 58} y durante la
etapa de recuperacion la cantidad de estas células aumenta nuevamente. Cabe
mencionar que durante cada una de las etapas se detectaron células cebadas
con la misma morfologia que la presentada en el grupo Gonirol (Dia 0), es decir,

tanto integras como desgranuladas o en proceso de desgranulacion. Esta
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tendencia de las células cebadas en el modelo animal, ya habia sido reportada
por Salazar’'; de tal forma que este incremento podria ser explicado como una
migracion de las células cebadas hacia el area afectada, donde puede ser
necesaria una participaciéon activa de mediadores bioldgicos, proporcionados

por los granulos de este tipo celular.

Las células cebadas contienen en los granulos de secrecién, una gran
cantidad de mediadores quimicos preformados (primarios) almacenados en
gréanulos, al ser activadas las células mediante un estimulo adecuado, son
capaces de liberarlos al micro ambiente. Entre los mediadores quimicos
primarios se encuentran. aminas vasoactivas (histamina, adrenalina, dopamina,
serotonina), enzimas (arilsulfatasa, carboxipeptidasa A, quimasa, triptasa y
fosfolipasa), factores de crecimiento (CSF, GM-CSF, B-FGF, NGF, BDNF),
endorfinas, péptidos, factores quimiotacticos, cininas (bradicinina), factor
liberador de corticotropina, somatostatina, sustancia P, proteoglicanos
(heparina, condroitin sulfato, acido hialurénico), etc. Ademas, son capaces de
sintetizar de novo productos del acido araquidénico como prostaglandinas y
leucotrienos (LTB4, FAP, PGD,,PGE;, LTC,4, NO), asi como citocinas (IL1, 2, 3,
4,5,6,9, 10, 13, 16, INF-y, MIF TNF-)"®"'. También, se tiene conocimiento
de que las proteasas (quimasa y triptasa) son capaces de degradar a las
proteinas de la mielina, especificamente a la Py y a la PBM o Py, ademas, se ha
reportado que la P, y la PBM son capaces de favorecer la desgranulacion de
las células cebadas, por lo tanto se sugiere que son capaces de contribuir en el
dafic a la mielina®’®, sin embargo, no se puede descartar la participacién de
otros componentes.

La heparina (un mucopolisacérido), es conocida principalmente por su
efecto anticoagulante, ademds, tiene otros efectos fisiolégicos como agente
anti-inflamatorio y estabilizador del factor de crecimiento neural (NGF). En
forma general, en este trabajo detectamos esta molécula en cada una de las

etapas, en las cuales se presentaban células con una positividad que iba de



media a baja (una a dos cruces). Llama la atencién que en la etapa de Paresia
(Dia 48) donde detectamos la menor cantidad de células positivas comparadas
con el resto de la etapas, posiblemente se deba a que previo a esta etapa o
durante la misma, hay una desgranulacién masiva y con ello una disminucién
en la cantidad de granulos de secrecién citoplasmaticos, lo que reduce la
deteccion de mucopolisacaridos con esta técnica; ademds, es la etapa en
donde los granulos presentan una positividad muy marcada al PAS, lo que nos
indica que existen células que durante esta etapa contienen una produccién de
granulos con una concentracién elevada principalmente de heparina. Estos
hallazgos nos sugieren que pude existir una nueva produccién de granules de
heparina o que exista una liberacién selectiva de granulos, es decir que se
liberen otros componentes y se conserven aquellos granulos con contenido de

heparina.

Asi, esto puede estar de acuerdo con otras investigaciones que han
demostrado que los mastocitos sintetizan, almacenan y liberan el factor de
crecimiento nervioso (NGF) y el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)
que son considerados esencialmente para el desarrollo y mantenimiento de las
células nerviosas del SNP y del SNC*®#1#2 Ademas se considera que el SNC
ejerce una funcién inmunomoduladora, ya que participa en el mantenimiento de
la homeostasis neuronal como mediador de la comunicacién reciproca entre

neuronas, mastocitos y linfocitos,

La técnica combinada de AA/PAS, practicamente reveld un
comportamiento muy similar en cuanto a la positividad de los granulos al
reactivo de Schiff. Por otra parte, se detectaron algunas mucinas acidas en los
granulos (positivas al AA), al inicio y al final de la neuropatia, que no se
detectaron durante la etapa de Paresia (Dia 48); por lo tanto, podriamos
mencionar que estas mucinas (condroitin sulfato, heparan sulfato y queratan
sulfato entre otros), se encuentran normalmente en poca cantidad en los

granulos de células cebadas endoneurales y que al haber una alteracion en el



SNP podrian ser liberados durante las etapas iniciales (por su efecto
estabilizador del NGF y angiogénico) y regenerarlos posteriormente. Podria ser
la razén por la cual no se detectaron estas moléculas durante la etapa de
Paresia (Dia 48) y como ya se menciond, hubo una desgranulacién de estas

células.

De los mediadores sintetizados por las células cebadas, la histamina es
capaz de alterar las permeabilidad de la barrera hemato-nerviosa, lo que
favorece la vasodilatacién y por lo tanto, la migracion celular®. Esta molécula,
asi como también adrenalina, dopamina y serotonina (involucradas en la
neuromodulacién, angiogénesis y mitogénesis) con positividad al AA, las
detectamos en todas las etapas excepto durante la Paresia (Dia 48), su efecto
podria estar permitiendo por una parte, la migracion de células cebadas hacia el
nervio ciatico y por otro lado regenerando algunas estructuras celulares. De
igual manera, ésta desgranulacion en las primeras etapas, podria ser la causa
de que no se detectan durante la etapa de Paresia y si durante las etapas de
Paralisis (Dia 58) y Recuperacién (Dia 112), en donde posiblemente sean re-
sintetizadas o, que células que migran en estas etapas contengan las moléculas
en sus granulos. Por otra parte, la heparina, que es detectada por medio de la
Safranina revelé una mayor sensibilidad para esta molécula, comparada con el
PAS y el AA/PAS, pero es de nuevo en la etapa de Paresia (Dia 48) en donde
se detecta la menor cantidad de células cebadas. Esto nos sugiere que existe
un proceso de desgranulacién masiva o posiblemente selectiva para ciertos
granulos y ademas, la existencia de células cebadas con subpoblaciones de
grénulos, los cuales, pueden ser detectados en su totalidad o como moléculas
especificas para cada etapa mediante las técnicas histoquimicas utilizadas en

esta investigacion.

En estudios previos se demostd que la lesion primaria en los nervios
periféricos al administrar el fruto de la Karwinskia humboldtiana en cabras, en

las que se ha observado un incremento del grosor de la vaina de mielina en las
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fibras més afectadas®®2®, Nuestros resultados concuerdan con lo descrito por
Charlton®®*®, ya que encontramos a nivel de microscopia de luz en cortes
semifinos, una alteracién del grosor de la vaina de mielina, esta alteracion se
hizo presente desde las primeras etapas de la neuropatia posteriores a la
intoxicacion y su incremento continué hasta la etapa de Paralisis (Dia 58); es
durante la etapa de Recuperacion (Dia 112) donde estas alteraciones empiezan
a disminuir.

Existen reportes en donde ya se habia encontrado asociacién de las
células cebadas con las terminaciones nerviosas®. Por ofra parte, algunos
reportes que describen las evidencias anatomicas de la asociacion entre células
cebadas y nervios en mamiferos®. Trabajos recientes, empleando una
tecnologia mas avanzada en microscopia, han demostrado que existe una
comunicacién funcional “directa” entre axones y células cebadas®®. En nuestra
investigacion encontramos a nivel de microscopia electronica de transmision,
una actividad constante entre células cebadas y nervio periférico, ya que al
observar la ultraestructura de algunas de las células cebadas, confirmamos que
los granulos de secrecion presentan diferencias de electrondensidad, que
concuerdan con lo descrito para estas células en los cortes semifinos. Por otra
parte, encontramos alteraciones en la vaina de mielina que se manifiesta como
hinchazén y deshilachamiento de las membranas, estas alteraciones se hacian
més visibles conforme se llegaba a la etapa de Paralisis (Dia 58), que daban la
impresidn de poder llegar a ocluir algunos axones involucrados en estas
alteraciones, y que parecian revertirse en forma leve durante la etapa de
Recuperados (Dia 112). Estas alteraciones concuerdan con lo reportado por
Charlton®®*?, asf como también con los resultados obtenidos mediante los

microscopia de luz en los cortes semifinos.

Las alteraciones histolégicas en este modelo, son similares a las
descritas en el humano y en otras especies animales. Aunque ya se habia

reportado la presencia de infiltrados celulares en otros tejidos como pulmén,
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[*3858 adicionalmente al proceso de

astas anteriores de la médula espinal y pie
desmielinizacién y remielinizacién, también se observé la presencia de infiltrado
celular del sistema inmune, incluyendo células cebadas, probables linfocitos y

macréfagos, ademéas de inmunoglobulinas anti-mielina®',

Por otra patte, existen reportes en la literatura sobre los efectos agudos
de Karwinskia humboldtiana en ratas, que indican que el fruto de esta planta
produce una contraccién de la neurona, aumento del nicleo y muerte celular en
hipocampo y nlcleo caudado, asi como aumento de los espacios de Virchow-
Robin en la corteza motora®. En esta investigacién observamos mediante
microscopia elecirénica de transmisién, alteraciones manifestadas como
cambios de electrondensidad y forma en los axones amielinicos (sensitivos),
estos datos podrian relacionarse con el dafo a nivel neuronal mencionados
anteriormente, ain cuando los cambios reportados aquf se presentan en una
intoxicacion crénica, a diferencia de la descrita previamente que es una
intoxicacion aguda. Hasta la fecha, las investigaciones solo se habian enfocado
en las alteraciones de los axones mielinizados (motores). Por lo tanto, estos
hallazgos ultraestructurales reportados por primera vez en la presente
investigacion, nos sugieren que pudiera existir tanto a nivel de los ganglios
raquideos, como a nivel de médula espinal y encéfalo una alteracion neuronal

en este proceso neurodegenerativo.,
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

1. En este estudio mostramos por primera vez los cambios histoquimicos
observados en los granulos de las células cebadas endoneurales, en esta
neuropatia periférica causada por K. humoldtiana, durante las diferentes etapas
de la polineuropatia. Esto sugiere la participacion activa de estas células en el

proceso de desmielinizacion y mielinizacion del nervio ciatico.

2. Los hallazgos ultraestructurales observados en axones amielinicos,
reportados por primera vez en esta investigacion, nos sugieren que pudiera
existir una alteraciéon neuronal en este proceso, ya que hasta ahora, las

observaciones se han enfocado a la vaina de mielina y a los axones motores,



PERSPECTIVAS

En el mismo modelo animal:

1. Evaluar la presencia de cambios en sistema nervioso central (médula

espinal y encéfalo) mediante técnicas especiales para estos tejidos.

2. Identificar por medio de inmunocitoquimica los patrones de moléculas
presentes en los granulos de células cebadas, en cada una de las etapas
descritas en el modelo animal.

3. Buscar el mecanismo mediante el cual las células cebadas activan o
inhiben la liberacion de sus granulos durante la degeneracioén y regeneracion en

este modelo animal.
4. Extrapolar las bases de esta investigacion para la comprension de este

y otros tipos de neuropatias, y asi tratar de obtener un posible tratamiento que

sea viable para revertir estos procesos patoldgicos.
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APENDICE

A. Preparacion del fijador glutaraldehido al 2.5%.
1. 90 mL de buffer de cacodilatos al 0.1 My a pH de 7.2-7.4 (Apéndice B).
2. Agregar 10 mL de glutaraldehido al 25%.
3. Mezclar vigorosamente.
4

. Se almacena a 4°C en un frasco de vidrio ambar.

B. Preparacion de buffer de cacodilatos.
Solucion A.
1. 200 mL de agua ultrapura.
2. Agregar 8.56 g de cacodilato de sodio y mezclar.

Solucién B.
1. 25 mL de agua ultrapura.
2. Agregar 0.5 mL de acido clorhidrico.

Preparacion del buffer.

Se utilizan os 200 mL de |a solucion A y se le adicionan 10.8 mL de la
solucion B, se afora a 400 mL con agua ultrapura y se ajusta el pH a 7.4
con hidréxido de sodio.

C. Preparacion de resinas epoxicas (consistencia suave).
Mezclar cuidadosamente lo siguiente:

Resina 22.240.

DDSA 21.5g.

NMA 6.90g.

DMP30 1.00g.

ol
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D. Técnica de inclusion en resinas epoxicas.

1. Obtener fragmentos de nervio ciatico y colocarlo en solucion fijadora.

2. Sumergir en solucién fijadora de Karnovsky-lto (Apéndice A) por 1-1.5
horas a temperatura ambiente.
Lavar en buffer de cacodilatos al 0.1 M por 5 minutos, 3 veces.
Postfijar en tetradxido de osmio al 2% por 30 minutos.
Lavar en buffer de cacodilatos al 0.1 M por 5 minutos, 3 veces.
Contrastar con nitrato de uranilo acuoso al 1% por 30 minutos.

Lavar en buffer de cacodilatos al 0.1 M por 5 minutos, 3 veces.

&N s W

Deshidratar en acetona al 30, 50, 70, 80 y 100% tres veces por 5 minutos

cada vez.

9. Preincluir en acetona-epon 1:1 por 12-18 horas.

10. Dejar evaporar bajo campana de extraccién hasta que la resina se vuelva
mas viscosa (aproximadamente 5 horas).

11.Incluir en epon puro (Apéndice D) por 1 hora.

12. Colocar las muestras en moldes y polimerizar a 60 °C por 12-72 horas.

E. Preparacion de paraformaldehido al 4%.

1. Pesar 20 g de paraformaldehido.
Adicionar a 450 mL de agua destilada.
Calentar a 60°C por 30 minutos.
Adicionar 50 mL de PBS 10X.
AjustarpHa 7.2

Aforar a un volumen de 500 mL.

> 0 AL N



F. Técnica de inclusiéon en parafina.

1. Obtener fragmentos de nervio ciatico y colocarlo en paraformaldehido al
4% (Apéndice E) por 2 horas.

2. Lavar en agua corriente.

3. Deshidratar en alcoholes graduales

Alcohol etilico al 60%
Alcohol etilico al 70%
Alcohol etilico al 80%
Alcohol etilico al 96%
Alcohol etilico al 96%
Alcohol etilico absoluto

Alecohol etilico absoluto

60 minutos
60 minutos
60 minutos
60 minutos
60 minutos
60 minutos

60 minutos

4. Colocar los fragmentos en alcohol etilico-xilol 1:1 por 60 minutos.

5. Colocar los fragmentos en xilol 60 minutos dos veces.

6. Preincluir los fragmentos en parafina liquida a 60°C.

7. Inclusion definitiva de los fragmentos con parafina y dejar solidificar.

G. Desparafinado de laminillas.

@ O &R N

Colocar los cortes en xilol por 5 min.
Pasar |las laminillas a una mezcla de xilol-etanol por 5 min.
Transferir a etanol absoluto por 2 min.
Transferir a etanol de 96° por 2 min.

Enjuagar lento con agua destilada.

Colocar las laminillas con los cortes en la estufa a 60° C por 10 min.
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H. Técnica de tincidon con azul de toluidina.

Reactivos:

Buffer Wallpole pH 4.2:

Acido acético 0.01 M 37.5mL
Acetato de sodic0.01M 125 mL
Ajustar pH a 4.2

Procedimiento:

Solucion de trabajo:
|sopropanol

Buffer Walpole pH 4.2
Azul| de toluidina

1. Desparafinar las laminillas (Apéndice G).

\p @ DN

Escurtir las laminillas y eliminar lo mas posible el colorante.

Deshidratar y montar las laminillas (Apéndice L).

I. Técnica de tincion con acido per-iodico de Schiff (PAS).

Reactivos:
Reactivo de Schiff (Sigma).

Solucion de acido periédico al 5%:

Acido periddico (cristales) 0.5 g
Agua destilada 50 mL

Solucién enjuagadota sulfurosa:

Agua destilada 300 mL
Acido clorhidrico 1N 15 mL
Metabisulfito de Na10% 18 mL

Hematoxilina de Gill:
Agua destilada
Etilenglico
Hematoxilina anhidra
Yodato de sodio
Suifato de amonio

Acido acético glacial

Alcohol acido:
Alcohol 70°

HCI concentrado

Agua amoniacal:
Agua destilada

Hidréxido de amonio

50 mL
50 mL

19

Colocar las laminillas en la solucién de trabajo durante 30 min. a 37°C.

Colocar las laminillas en isopropanol absoluto durante 1 minuto.

730 mL
250 mL
20g
02g
1769
2.0mL

99 mL
1.0mL

99 mL
1.0mL
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Procedimiento:;

1. Desparafinar las laminillas (Apéndice G).

2. Colocar las laminillas en solucién acuosa de acido periédico por 7.5 min.
aproximadamente.

3. Enjuagar con agua destilada varias veces.

4. Colocar las laminillas en el reactivo de Schiff de 13-15 minutos.

o

Diferenciar en solucién enjuagadota: dos cambios de 2 minutos cada
uno.

Lavar en agua corriente 3-5 minutos.

Enjuagar en agua destilada.

® N O

Contrastar con hematoxilina de Gill de 1-2 minutos.
9. Lavar en agua corriente.

10. Decolorar en alcohol acido y posteriormente lavar en agua destilada.

11.Virar con agua amoniacal y lavar en agua corriente y enseguida con
agua destilada.

12.Deshidratar y montar las laminillas (Apéndice L).

J. Técnica de tincion con azul alciano / PAS.

Reactivos:

Azul alciano al 1%: Hematoxilina de Gill:

Azul alciano 19 Agua destilada 730 mL

Acido acético al 3% 3mL Etilenglicol 250 mL

Agua destilada 100 mL Hematoxilina anhidra 209
Yodato de sodio 0.2¢g

Reactivo de Schiff (Sigma). Sulfato de amonio 1769
Acido acético glacial 2.0mL

Procedimiento:

1. Desparafinar las laminillas (Apéndice G).

2. Colocarlas en azul alciano por 5 minutos.

3. Lavar en agua corriente y enseguida en agua destilada.
4

. Colocar las laminillas en el reactivo de Schiff por 15 minutos.
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Lavar en agua corriente de 5-10 minutos.
Teiiir ligeramente los nucleos con hematoxilina de Gill por 1 minuto.

Lavar en agua destilada.
Deshidratar y montar las laminillas (Apéndice L).

K. Técnica de tincion con azul alciano / safranina.

Reacitivo:

Buffer de acetatos pH 1.42: Solucién de trabajo:

Acido clorhidrico 1N 60 mL Azul alciano 900 mg
Acetato de sodio 1M 50 mL Safranina 45 mg
Agua destilada 140 mL Sulfato de amonio férrico 1.2 g

Buffer de acetatos 250 mL

Procedimiento:

1.
L)
3.
4.

Desparafinar las laminillas (Apéndice G).

Colocar las laminillas en la solucion de trabajo por 15 minutos.
Lavar en agua corriente.

Deshidratar y montar las laminillas (Apéndice L).

L. Deshidratacion y montaje de laminillas.

1.

N LN

Realizar aproximadamente 20 inmersiones rapidas de las laminillas ya

tefidas en etanol 96°.
Realizar el mismo procedimiento en etanol absoluto.
Realizar el mismo procedimiento en xilol-etanol.

Transferir las laminillas a xilol.
Anadir una gota de entellan sobre la muestra en la laminilla y colocar un

cubreobjetos, procurando no dejar burbujas entre el corte.
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M. Contrastacion de cortes semifinos.

Reactivos:
Azul de toluidina:
Boratodesodio 5¢g

Agua ultrapura 100 mL

Calentar hasta disolver
Azul de toluidina 19
Disolver y filtrar.

Procedimiento:

1.

Colocar los cortes de aproximadamente 300 nm obtenidos por

ultramicrotomia sobre un portaobjetos.

2. Pegar los cortes al portaobjetos usando una placa caliente.

3. Colocar una gota de azul de toluidina sobre los cortes y dejarlos sobre la

placa caliente por 1 min aproximadamente.
Lavar cuidadosamente la laminilla con agua ultrapura.

Secar suavemente el portaobjetos con una gasa.

N. Contrastacion de cortes finos.

Reactivos:

Acetato de uranilo al 5%: Citrato de plomo al 0.04%:
Acetato de uranilo 05¢ Citrato de plomo 0.04 g
Alcohol etilico 50% 10 mL Agua ultrapura 10 mL

NaOH 3 gotas

Procedimiento:

1.

Colocar los cortes de  aproximadamente 70 nm obtenidos por
ultramicrotomia sobre una rejilla de cobre.

Colocar las rejillas sobre una gota de acetato de uranilo por 5 min con la
cara que contiene los cortes hacia la gota en una caja de Petri.

Lavar cada rejilla sobre una gota de agua ultrapura por 1 min y dejar
secar.
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4. Colocar cada rejilla sobre una gota de citrato de plomo por 5 min.
S. lavar cada rejilla sobre una gota de agua ultrapura por 1 min y dejar
secar sobre papel filtro en una caja de Petri cerrada y etiquetada.
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