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3.6. Analisis Ultraestructural del Nervio Ciatico.

Al realizar el andlisis de los cortes finos, durante la etapa Control (Figura
17) se observo la ultraestructura normal del nervio que se caracteriza por la
forma semicircular regular de los axones mielinizados, asi como un grosor
uniforme de la 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 microscopila 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 mielinizados, la vaina de mielina
presenta alteraciones manifestadas como deshilachamientos mas marcados
que en la etapa anterior, asi como un grosor que no correspondia al didmetro
del axén. Es en la etapa de Pardlisis (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 remielinizacion 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. Inclusion en resinas epdxicas. Contrastado con acetato de uranilo y

citrato de plomo. 3150x.
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Figura 18. Nervio ciatico de rata. Etapa Sin Neuropatia. Se muestran algunas aReraciones 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 secrecion de una célula cebada. Microscopia electronica de
transmision. Inciusion en resinas epoxicas. Contrastado con acetato de uranilo y citrato de

plomo. 2000X.
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Figura 19. Nervio ciatico 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 notese 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 ciatico 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. Inclusién en resinas epéxicas. Contrastado con acetato

de uranilo y citrato de plomo. 2500%,
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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 electrénica de
transmision. Inclusion en resinas epoxicas. 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 analizar 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 Paralisis
(Figura 22 B) que es en donde los grdnulos 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 inmunohistoquimica 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) Pardlisis: 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 electrénica de transmisién.

Inclusidn en resinas epéxicas. 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.
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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 una alteracion adn son
controversiales. Aln cuando se ha reportado ampliamente que los macrofagos
y las células de Schwann juegan un papel importante en la degradacion y
remocién de la mielina®, algunos datos han reportado la participacién de las
células cebadas durante la degeneracién 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®38:40

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
intoxicacion 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 Control (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 participacion 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) almacenadas en
granulos, 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 (LTBs, FAP, PGDo,PGE,, LTC4, NO), asi como citocinas (IL1, 2, 3,
4,5,86,9,10, 13, 16, INF-y, MIF TNF-a)"*”". 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 P4, 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

72-75

dano a la mielina”™™, sin embargo, no se puede descartar la participacion de

otros componentes.

La heparina (un mucopolisacérido), es conocida principalmente por su
efecto anticoagulante, ademas, 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
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media a baja (una a dos cruces). Llama la atencion 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 secrecion citoplasmaticos, lo que reduce la
deteccion de mucopolisacaridos con esta técnica; ademas, 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 produccion de
granulos con una concentracién elevada principalmente de heparina. Estos
hallazgos nos sugieren que pude existir una nueva produccién de granulos de
heparina o que exista una liberacion selectiva de granulos, es decir que se
liberen otros componentes y se conserven aquellos granulos con contenido de

heparina.

Asl, esto puede estar de acuerdo con ofras 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*#182 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 revelé 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 alteracién 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 desgranulacion 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
neuromodulacion, 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 cidtico 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
Parélisis (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
granulos, 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 demosté 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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fiboras méas afectadas®?8, Nuestros resultados concuerdan con lo descrito por
Charlton®®®, ya que encontramos a nivel de microscopia de luz en cortes
semifinos, una alteracidén 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 otra parte, algunos
reportes que describen las evidencias anatémicas 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 electrénica de transmisién,
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 |a etapa de Paralisis (Dia 58), que daban la
impresion 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 oiras especies animales. Aunque ya se habia

reportado la presencia de infiltrados celulares en otros tejidos como pulmén,
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astas anteriores de la médula espinal y piel*>%%

, adicionalmente al proceso de
desmislinizacién y remielinizacién, también se observé la presencia de infiltrado
celular de| sistema inmune, incluyendo células cebadas, probables linfocitos y

macréfagos, ademés de inmunoglobulinas anti-mielina®'.

Por otra parte, existen reportes en la literatura sobre los efectos agudos
de Karwinskia humboldtiana en ratas, que indican que el fruto de esta planta
produce una contraccidn de la neurona, aumento del ndcleo 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 dano a nivel neuronal mencionados
anteriormente, aun cuando los cambios reportados aqui 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
raguideos, como a nivel de médula espinal y encéfalo una alteracién 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 alteracién 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. |dentificar por medio de inmunocitoquimica los patrones de moléculas
presentes en los gréanulos 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 Ia liberacion de sus granulos durante la degeneracién y regeneracion en

este modelo animal.
4. Extrapolar las bases de esta investigacién 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 patologicos.
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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.
4

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

Mezclar vigoresamente.

B. Preparacion de buffer de cacodilatos.

Solucion A.

1.
2.

200 mL de agua ultrapura.

Agregar 8.56 g de cacodilato de sodio y mezclar.

Solucién B.

1.
2.

25 mL de agua ultrapura.

Agregar 0.5 mL de Acido clorhidrico.

Preparacion del buffer.

Se utilizan os 200 mL de la 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).

> LN -

Mezclar cuidadosamente lo siguients:
Resina 22.2 4.
DDSA 21.5g.
NMA 6.90 g.
DMP30 1.00 g.
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D. Técnica de inclusién en resinas epdxicas.

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

2. Sumergir en solucion 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 o o s~

Deshidratar en acetona al 30, 50, 70, 90 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.

Ajustar pH a 7.2

Aforar a un volumen de 500 mL.

@ 0 AP



F. Técnica de inclusion 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

Alcohol etilico absoluto

Preincluir los fragmentos en parafina liquida a 60°C.

60 minutos
60 minutos
60 minutos
60 minutos
60 minutios
60 minutos

60 minutos

. Colocar los fragmentas en xilol 60 minutos dos veces.

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

Inclusién definitiva de los fragmentos con parafina y dejar solidificar.

G. Desparafinado de laminillas.

A S o

Colocar las laminillas con los cortes en la estufa a 60° C por 10 min.

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.
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H. Técnica de tincion con azul de toluidina.

Reactivos:

Buffer Wallpole pH 4.2:

Acido acético0.01M  37.5mL
Acetato de sadic 0.01TM 125 mL
Ajustar pH a 4.2

Procedimiento:

Solucién de trabajo:
Isopropanol

Buffer Walpole pH 4.2
Azul de toluidina

1. Desparafinar las laminillas (Apéndice G).

o s © N

Escurrir las laminillas y eliminar lo méas posible el colorante.

Deshidratar y montar las laminillas (Apéndice L).

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

Reactivos:
Reactivo de Schiff (Sigma).

Solucién de acido periddico al 5%:

Acido periddico (cristales) 0.5 g
Agua destilada 50 mL

Solucién enjuagadota sulfurosa:

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

Agua destilada

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

Acido acético glacial

Alcohol acido:
Alcohol 70°

HCI concentrado

Agua amoniacal:
Agua destilada

Hidréxido de amonio

50 mL
50 mL

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
209
0.2g
17.6 ¢
2.0mL

g9 mL
1.0mL

99 mL
1.0mL
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Procedimiento:

1.
2.

Desparafinar las laminillas (Apéndice G).

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

Enjuagar con agua destilada varias veces.

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

o

® N O

9.

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

Lavar en agua corriente 3-5 minutos.
Enjuagar en agua destilada.

Contrastar con hematoxilina de Gill de 1-2 minutos.

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 20g
Yodato de sodio 0.2g
Reactivo de Schiff (Sigma). Sulfato de amonio 17.6 g
Acido acético glacial 2.0mL

Procedimiento:

1.

2
3.
4

Desparafinar las laminillas (Apéndice G).

. Colocarlas en azul alciano por 5 minutos.

Lavar en agua corriente y enseguida en agua destilada.

. Colocar las laminillas en el reactivo de Schiff por 15 minutos.
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Lavar en agua corriente de 5-10 minutos.

Tenir 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.

Reactivo:

Buffer de acetatos pH 1.42: Solucién de trabajo:

Acido clorhidrico 1N 60 mL Azul alctano 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.
2.
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.

a v

Realizar aproximadamente 20 inmersiones rapidas de las laminillas ya
tenidas en etanol 96°.

Realizar el mismo procedimiento en etanol absoluto.

Realizar el mismo procedimiento en xilol-etanol.

Transferir las laminillas a xilol.
Afnadir 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 1g

Disolver y filtrar.

Procedimiento:

1.

Colocar los cortes de aproximadamente 300 nm obtenidos por
uliramicrotomia sobre un portaobjetos.

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 059 Citrato de plomo 0.044g
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 [os 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.
5. 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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