C) Variable CC/mm? con contenido de mucinas acidas o neutras:
para la evaluacion de esta variable se utilizd la 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 sulfate (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? jovenes 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 tenidas
histoquimicamente con cada tratamiento fueron deshidratadas, montadas con
resina sintética (Apéndice L) y observadas bajo un microscopic 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 transmisién respectivamente, las cuales fueron variables de
observaciéon que no fueron sometidas a ningun andlisis estadistico, pero si se

utilizaron para describir la morfologia del nervio ciético en el modelo animal.
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Los cortes semifinos fueron contrastados con azul de toluidina (Apéndice
M), en estos se describieron las caracteristicas morfolégicas del nervio ciético,
para su estudio comparativo entre las ratas Control (dia 0) y con las etapas: Sin
Neuropatia (24 dias), Paresia (48 dias), Parélisis (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 ciético, 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 estimacion de parametros y/o prueba de hipétesis; asi como la
prueba de comparaciones multiples segin el procedimiento Tukey {c = 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. Andlisis 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 morfologfa, es
decir, observamos tanto células integras, bien delimitadas, con granulos de
secreciéon metacromaticos (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 €l 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 revelé células cebadas con una morfologia
integra; aun cuando la positividad estuvo presente en cada una de las etapas
desarrolladas en el medelo animal (Figura 9 A,C,D), existié una diferencia de
tincion clara durante la etapa de Paresia (Figura 9 B) en donde se presentaba ia
mayor positividad comparada con el resto de las etapas 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 &cidas 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 Unicamente células cebadas
negativas al AA y con una positividad al PAS muy marcada, incluso mayor a la

presentada en el resto de las etapas.

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

Al utilizar la combinacidn de AA/S, se facilité la identificacidn de aminas
biogénicas y heparina respectivamente en los granulos de las células cebadas,
en las etapas Control, Sin Neuropatia, 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 cidtico de rata. Se muestran células cebadas de la etapa Conirof, en A)
una céluia integra, bien delimitada y de forma redonda (0); y en B) dos células desgranuladas
por completo a manera de estallamiento (4). C) Célula en etapa de Paresia iniciando el proceso
de desgranulacion (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 (1) 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
() integra, ovalada ligeramente positiva (+). Fotomicrografia de luz. Inclusién en parafina.

Tincién con PAS. 1000X,
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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) Paralisis: 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. Inclusion en parafina. Tincion 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 (R). D) Paralisis: células integras (€0) 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 inc¢luidos 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
andlisis de varianza para la estimacion de parametros y/o prueba de hipotesis;
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. Comparacidn entre las diferentes técnicas utilizando una prueba de medias.

Esto nos indicé que el AT es la técnica que detecté el mayor numero de
células debido a que en la prueba de medias es estadisticamente superior al
95% con respecto a los otros métodos con la prueba 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 tincién con AA/PAS fue en la que se detectdé 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, 5 y 6).

Etapas de la neuropatia.

Variables de interés Parilisis
(Dia 58)

Paresia
(Dia 48)

Control
(Dia 0)

Sin Neuropatia
(Dia 24)

Recuperados
(Dia 112)

Totales 6.12 6.59 8.88 9.05 11.6

No Desgranuladas 4.27 5.88 6.10

Valor promedio
de CC/mm*

Desgranuladas 2.32 3.00

Desviacion estandar

de CC totales 2.38

233

Tabla 4. Resuitados de la cuantificacion de las células cebadas totales endoneuraies teiidas
con AT.

Porcentaje de positividad en células cebadas

Etapas
Total de
de la
CC /mm?
neuropatia

Control

3.14 £1.02

Sin
Neuropatia

3.03+x1.14

Paresia

1.84 £ 0.64

Paralisis

4.54 £ 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 /Imm?
neuropatia

Purpuras

Control 96.1 % 3.67 £1.39

Sin Neuropatia 98.9 % 3.47 £ 0.64

Paresia 100 % 193+ 1.03

Paralisis 95 % 3.77 £ 0.88

Recuperados 99.4 % 487 +1.14

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

Porcentaje de células cebadas

Etapas
Total de

de la
CC /mm’
neuropatia

Dia 0 Control 6.28 £ 1.92

Dia 24 Sin Neuropatia 6.06 £ 1.88

Dia 48 Paresia 1.34 £ 0.87

Dia 58 Paralisis 7.75+1.08

Dia 112 Recuperados 11.5% 1.54

Tabla 7. Resuliados 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 graficé el valor medio de los datos obtenidos en la
cuantificacién de células cebadas, en donde se tomdé como punto de
comparacion el AT (Gréfica 1), ya que fue la técnica con la que se detecto el
mayor nimero de células cebadas por mm? Encontrando células cebadas
como residentes normales tanto integras como en procese de desgranulacién o
desgranuladas completamente; este mismo patron 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 poblacién total observada con AT, sclo con una menor
cantidad de CC/mm?; la otra diferencia y que es la que mas llama la atencién
es que al analizar la etapa de Paresia, en lugar de existir un aumento del
ndmero de células como se muestran con el AT, la deteccién de esas mismas

células con PAS disminuye.

Con la tincidon 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 Unicamente 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 observé 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 cuantificé la menor cantidad de CC/mm?y

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

. Células cebadas integras . Células cebadas desgranuladas
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(Dia 24) (Dia 48 g Dia 112

Sin 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 + desviacién estandar del total de la poblacion celular.

D Ceélulas cebadas totales

I Células cebadas con positividad al PAS

14

12

o

Células cebadas / mm*

(D= 24 (Dia 48 (Dia 58 Dia 112
Sin Neuropatia Paresia Parais= Recuperados
= = S e

Grafica 2. Representacion gréfica del nomero total de células cebadas endoneurales por mm?
cuantificadas en cada etapa en cortes de parafina tefiidos con PAS. Los valores representan el
promedio + desviacion estandar del total de la poblacion celular.
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D Células cebadas totales D Células cebadas con positividad al AAIPAS

mm*

Células cebadas /

(Dia 24) (Dia 58 (Dia 112)

Sin Neuropatia Paralisis Recuperados

Grafica 3. Representacion grafica dei 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 t desviacion estandar del total de la poblacién celular.

[:| Células cebadas totales - Células cebadas con positividad al AA/Saf

-
N

o]

Células cebadas /f mm

(Dia 0) (Dia 24) { (Dia 58 (Dia 112
Control Sin Neurcpata Pardlsis Recuperados

Gréfica 4. Representacion grafica del numero totai de células cebadas endoneuraies 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, Parélisis y
Recuperados), con las cuatro técnicas histoquimicas (Azul de toluidina, PAS,

Azul alciano/PAS y Azul alciano/Safranina)

Durante la etapa Controf la tincidon con

AT resulté significativamente diferente
respecto a la de PAS y AA/PAS, estas

dos ultimas no tuvieron diferencia entre

si. La tincion con AA/S estadisticamente

es igual al resto de las tinciones (Gréfica
a)

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

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

Durante la etapa Sin Neuropatia no se

Afmm°

observé ninguna diferencia significativa

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

Etapa Sin Neuropatia
e—— 2'

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

Grafica 6. Andlisis estadistico en el grupo Sin Neuropatia con las diferentes técnicas
histoquimicas.
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— 1 con la técnica de AT resultd

significativamente diferente respecto al

— | resto de las tinciones, o explicado de

cCimm?

5 5 = otra forma, las técnicas histoquimicas
— de AA/PAS, AA/'S y PAS son

gt FE R o estadisticamente iguales entre si pero

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

Grafica 7. Anélisis estadistico en el grupo Paresia con las diferentes técnicas histoquimicas.

o = e Durante la etapa Paralisis no se observé

2 ninguna diferencia significativa en las
' técnicas histoquimicas. AT, AA/S, PAS y
AA/PAS (Grafica 8).
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Misma literal significa que son estadisticamente
iguales at 0.05 en la prueba de Tukey

Gréfica 8. Andlisis estadistico en el grupo Parélisis con las diferentes técnicas histoguimicas.

" Durante la etapa de Recuperados la

tincion con AT y AA/S, resultaron

estadisticamente iguales entre si pero

CCimm*

significativamente diferentes al PAS y
AA/PAS (Gréfica 9).

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

Grafica 9. Analisis estadistico en el grupo Recuperados con las diferentes técnicas
histoquimicas.
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3.5, Andlisis Morfologlco del Nervio Ciatico .

Al realizar ol andlisis de los cortes semifinos, durante la etapa Control
(Figura 12) se observd la morfologia normel del nervio que se caracteriza por la
forma aemicireular regular de los axones mielinizades, asi eome un grosor
uniforme de la vaina de mielina proporcicnal al diametro del axdn, ademés de la
presencia de células cebadas con granulos metacrométicos y macréfagos cerca
de vasos sanguinaos. Postetior a la intoxicacion, durante |a etapa de Paresia
{Figura 13}, se hacen presentes alteracionss manifestadas 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 axcnes
mielinizados. 48 dias después de la intoxicacién, etapa designada como
FParesia (Figura 14), la alteracin se acentud mas con las mismas
caracteristicas de la etapa anterior, ademés, en esta ctapa se observé que en
algunos axones mielinizados, la vaina de mielina presentaba un grosor que no
coriespondia al diametro del axdn. En la etapa de Pardlisis (Figura 15), es en
donde se chserva el mayor grado de alteracion en los axones mielinizados, en
la maycria de sllos el grosor de la vaina de mielina se observa aumentado, asi
comc también aumento de |08 espacios que se presentan dentro de esta;
ademas loe grénulos de secrecibon de las células cebadas no presentan su
tipica metacromasia. Es durante la etapa de Recuperados (Figura 16) en donde
se observa que el grosor de la vaina de mielina es mas regular en toda Iz
circunferencia en los axones mielinizados, 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 (=). Ademas, se observa una
seccion de una célula cebada integra (3), con gran cantidad de granulos metacromaticos (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 epdxica. Azul de toluidina. 1000x.
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Figura 14. Nervio ciatico de rata., Etapa Paresia. Se aprecian alteraciones de la morfologia
normal del nervio cfatico, en la mayoria de los axones mielinizados (%), presentandose en un
mayor nimero de células el engrosamiento de ia vaina de mielina (=) y los espacios dentro de

estas (). Fotomicrografia de luz. Inclusion en resina epdxica. Azul de toluidina. 1000X,
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Figura 15. Nervio cidtico de rata. Etapa Pardlisis. Se acentia 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 (5).

Fotomicrografia de luz. Inclusién en resina epoxica. Azul de toluidina. 1000X.
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Figura 16. Nervio ciatico 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 (t:color magenta). Fotomicrograffa de luz. Inclusién en resina epéxica. Azul de

toluidina. 1000X.

42



