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Resumen
Estudio del dafio celular producido por isquemia cerebral en un modelo de

rata.

Antecedentes.
La enfermedad vascular cerebral isquémica constituye una de las primeras causas

de morbimortalidad en el mundo. Por tal motivo, la investigacion en este campo se
ha enfocado a tratar de identificar los mecanismos de dario celular isquémico.
Algunos estudios han demostrado que en la lesidn neuronal isquémica participa
también la muerte celular por apoptosis, un proceso activo regulado en forma
predeterminada, con caracteristicas morfoldgicas y bloqwmlcas particulares, y

potencialmente regulable.
Objetivo General

Estudiar el dano celular que produce la isquemia cerebral focal en un modelo de
rata. . .

Hipotesis
El dafio celular es proporcional al tiempo de lsquemla, por 1o que es posnble

localizar el inicio del dafo ocasionado por la lsquemla cerebral focal sin
reperfusion, en un rango de tiempo de 5 a 15 minutos.

Material y Métodos.
Se utilizaron ratas Wistar en las que se produjo un modelo experimental de

isquemia cerebral focal. La prueba se realizo con distintos tiempos de isquemia.
Se obtuvieron muestras histoldgicas de las regiones frontal, parietal, occipital e
hipocampo y se practicaron diferentes técnicas: microscopia Optica con
hematoxilina-eosina, microscopio electrénica, LM-PCR, y TUNEL..

Resultados.

La tincién con hematoxilina-eosina mostré cambios histolégicos compatibles con
necrosis a partir de los 5 min de isquemia. A los 12 min de isquemia comienzan a
con predominio en hipocampo y occipital, cambios sugestivos de
apoptosis. La microscopia electrénica demostré también en algunas células
condensacion de la cromatina y confirmod los cambios considerados por
microscopia optica a los 12 min. Lo que se corrobord con el LM-PCR que mostré
la fragmentacion caracteristica del ADN. La prueba de TUNEL fue también positiva

en hipocampo y occipital.

Concilusiones.
los resultados encontrados sugieren fuertemente la

De las técnicas realizadas,
presencia de apoptosis en células cerebrales a partir de los 12 min de isquemia

focal, lo que evidenciaria la participacion de procesos celulares activos, y por lo
tanto potencialmente regulables, en fases tempranas de la muerte neuronal

aparecer,

isquémica.



INTRODUCCION
La Enfermedad Vars'(iu'l'ar‘ -

cols. 1987) El término

n proceso patoléglco de los vasos

|mportancua a los camblos parenqunmatosos secundanos que ocurren en el

encéfalo (Heiss y cols- 1983) Estos son de dos tlpos isquemia, con |nfarto o sin el
on ' anlmales la detencion completa del flujo

_y. hemorragia. En expenme}nrtos .
sanguineo durante mas de cUla“tro«afcmco.mlnutos produce lesién irreversible.. Ei
tejido encefalico privado de sangre »-éxperimenta necrosis isquémica. La
disminucién o falla en el flujo sanguineo cerebral (FSC) se divide en dos clases: la

isquemia cerebral focal y la isquemia cerebral global. Esta altima, se presenta en

situaciones de paro cardiaco o falla hemodinamica. Si es absoluta, no se produce

flujo colateral y sobreviene destruccion irreversible de las neuronas en plazo de

“cuatro a ocho minutos a la temperatura corporal. En la isquemia focal, hay una

. falla eh el suministro sanguineo en una parte del cerebro, por la oclusion en una
N «artena en particular, y casi siempre se presenta un grado variable de descarga de

s sangre oxigenada (Adams 1998).

En el Sistema Nervioso Central (SNC) la viabilidad del tejido sometido a isquemia
esta en relac:on mversa con la gravedad y la duracidén de la misma, asi que,
cuanto mayor seala reduccxon del FSC mas grave sera el dafio. Por otra parte, el
trastorno produc dc pOI; la isquemia tiene lugar de forma progresiva en funcién del
tiempo que esta se fnantenga desembocando igualmente en la muerte celular si




interrumpido, pero si. esta sntuacuén se prol nga“ por:encimasde.un umbral de,‘
tiempo termlnara producuéndose la.muerte celular, ‘aunque la intensidad: ¢ e flujo_

se mantenga constant

De esta forma el dafio neuronal'se produce en 2 fases

vulnerables,

Ias areas

,metabohsmo energetlco y a determinadas funciones celulares, pero que, al menos
,temporalmente es suficiente para mantener la viabilidad celular. En esta situacion,
ia erdlda de funciones dependientes de energia como las bombas idnicas tiene

lug r de manera gradual. Se han podido determinar los umbrales de flujo a partir
Inicialmente, se

'deklos "cuales se van perdiendo diversas propiedades celulares.
mhlbe_la smteSIS de proteinas (FSC<0.55 mi/g/m). Posteriormente, se pone en
marcha’ el metabohsmo anaerobio de la glucosa (<0.35 mi/g/m). La caida en la
[e] oducc:on de energla traducida en la péerdida de actividad eléctrica neuronal, se
produce por debajo de O. 25ml/g/rn Al lgual que la acidosis tisular, consecuencia

(7]



del aclarhulolde,l‘a‘,ct_ét' W o) lida de los gradlentes lonlco .vtransmembra ales_:

que conducen a la despoianzacuc’)n y llberac:én de am:noéc:dos excutatonos como
lugar cuando el FSC

Glutamato 'y Asparta o analmente, la muerte celular -til
cae por debajo de O 15ml/g/m (Fl »1)‘(Astrup y cols 1981 H ss"y cols 1983)

Ll%eéuccfén del FSCJ"’

FSC inferior a 0.55 mt/g/m

[ Inhibicion de sintesis de proteinas

m}fﬂeb_n'q‘r a 035 mig/m

lMetabolismo anaerobio de la glucosa

* FSC inferior a 0.25 ml/g/m

de |la energia Acumulacion de Lactato

a de la actividad eléctrica neuronal o BRI ] ' Acidosis tisular
: . . - | Pérdida de gradientes iénicos

Liberacion de A. A. excitatorios

FSC inferior a 0.15 mi/g/m

I Muerte celular]

Flg 1 Cadena de reaccuone' que conducen a la muerte celular

: ‘Todo esto’ produc > ,na falla de la homeostasus con un aumento del acido lactico,
res y lesnén ghal Por otro lado, a .nivel neuronal se

-‘aumento de radlcales

[ ,‘produce alteracuon»de las membranas con despolarizacién, aumento del Na™
'mtracelular y aumento del K extracelular. También se va a producir un aumento

del flu;o de Ca” haqa el interior de la célula a través de canales dependientes de

4



ywvoltajei El Ca‘ provoca dano de la membrana neuronal por peroxudacnon de Ios h
VllpldOS Produce aumento en las lipasas, en la oxndo mtrlco smtetasa y de las
proteasas que llevan a la protedlisis, al aumento de radicales. Ilbres ya Ia llpohsus.
A ‘su vez la falla de la homeostasis, alteraciéon y despolar:za(:lon derlas membranas
provoca un aumento de la liberacién de neurotransmisores’ como Ia noradrenalina

y la dopamina, ocasionando un circuito de retroalnmentacnon posmva y llevando a

“la auto oxidacion celular (Castillo, 2000).

. Existe pues, un deterioro progresivo en el area de penumbra derivado de las
‘alteraciones producidas por el desequilibrio energético, que se traduce en la

_extension ‘del area de infarto.

uesto que el desencadenante primario del dafno por isquemia es la reduccién del

FSC"cabe suponer que la restltuclon del mismo, permitiria la recuperacion de las
Se ha podido comprobar que,

celulas que aun sean v:ables. Pero, no ocurre asi.

"salvo que ocurra muy. precozmente. La normalizacion del aporte sanguineo no

‘ev:ta la progres:on de la lesidon celular y ademas afade efectos deletéreos que se

: ,suman a la cascada de trastornos desencadenados por la isquemia, originando el
denommado dafio de reperfusion, que tlenen como consecuencia la extension del

,;‘area de infarto. Por otra parte, en modelos de isquemia global se ha- pOdIdO

-<‘observar progresion de la lesion en celulas del hlpocampo varios dlas despues de :

la normalizacion del FSC. (Garcia, 1992)

v:perd'ida dé sus

luego de su diferenciaciéh;mig’r'a

4 Osea que

a través de acidosis, sobrecarga de calcuo cntoséhco y la hnperpfoduccnon de

radlcales hbres ‘En la-pared arterla esto se matenahza en ruptura de la:barrera
hematoencefahca y en ia abohc:on de Ia reactnvndad vascular normal y por tanto,

de la capacndad de regulac:én de la circulacion cerebral. Este fenomeno tiene gran




‘Vlmportanma pues contnbuye a: perpetuar»losfbrafstoArh(:c_s fisiopatolégicos en la

B alsquemla (SleSJo 1988).

la reperfusnon./

potencnan con

Iar y molecular en la isquemia cerebral y

mecanlsmos fun amenta > ‘
los esponsables de la extensnon del infarto a expensas del

~“:en la reperfusnon,
. farea de penumbra (Alon 1o} 1995) :

= .Como ya se duo. la muerte celular que se .produce como consecuencia de la
o "Isquemla cerebral focal puede suceder de dos maneras diferentes: por necrosis y
" por apoptosis. La necrosis es la muerte celular pasiva que sigue a una agresion
celular con dafo severo de las membranas. La apoptosis es un proceso activo en
respuesta a una variedad de estimulos fisioldgicos y patolégicos, en el que la

célula participa en su destruccion siguiendo pasos prefijados.

Apoptosis

Cronica de una muerte celular programada

En 1972 Kerr, Wyllie y Curie, estudiando sistemas experimentales en roedores,
sefalaron que'las caracteristicas morfoldgicas de la muerte celular que ocurre de
la regeneracion hepatica y el

manera natural durante el desarrollo embrionario,
In vivo, son

balance 'entre proliferacion y muerte en modelos de tumores
dlferentes a las que presenta la muerte que ocurre como resultado de patologias
o intoxicacién. Por sugerencia del profesor Cormack J. del departamento Griego

6



: de la Unlversndad de Aberdeen partleron de la palabra gnega anoﬂ:‘coo’to’DD que

descrlbe el fenomeno de la‘caida de las’ ho;as en otono o el de los pétalos de  las
f ! ' ara’ descrlbxr este tipo de

durante la formacion de smaps:s

a muerte neuronal

lazgo lmpllca que este

normalmente no se activa el programa de muerte. Este
'»programa genético de autodestruccidn forma parte del repertono' de respuestas
celulares a senales externas o a cambios en las condlcnones celulares internas

(Vaux, 1993).
Diferencias entre apoptosis y necrosis

Los procesos bioquimicos y macromoleculares que ocurren durante la muerte
"fap'opt‘otica son diferentes de los que conllevan a la necrosis (Fig.2) (Kerr, Harmon,

:1991) Uno de. los pnmeros cambios morfoldgicos que presentan las células

>apoptotlcas‘ consnste en la condensacién del citoplasma y de la reducciéon del

acompanado de cambios en la estructura del nucleo. La

«:cromatlna se condensa y forma cumulos densos adosados a la membrana




nuclear formando mvagmacuones 'y termlna con Ia fragmentacnon del nucleo ‘en
] estructuras membranosas con cantidades vanables de ' cromatina: De manera
' analoga 1a membrana celular sufre invaginaciones que termlnan por fragmentar a
ia celula formando - racumos de vesiculas de tamano variable que contiene
‘organelos intactos’ que no se fusionan con lisosomas. Las vesiculas son conocidas

como cuerpos apoptotlcos, que: In vitro terminan dlsgregéndose. In vivo son

~fagocitados por macrofagos y,celulas vecinas. En proceso se ven involucrados
antigenos de superficie y fosfatidilcerina, que sélo en estas circunstancias se
hallan presentes en la lamina externa de la membrana celular de los cuerpos

apoptdticos.

Necrosis

Apoptosis

Caracteristica

Patoldgicas

Fisioldgicas y patoldgicas

Situaciones
Participacion celular

Pasiva carente de control
genético

Activa controlada por un
rograma genéetico

Aumenta

Se reduce

Volumen celular
Cromatina nuclear

Condensacion laxa y difusa

Condensacion y adosamiento a
la membrana nuclear

Fragmentado

Conservado

Nucieo
ADN

Degradacion irregular

Fragmentacion
internucleosomal con patron en
escalera

ARN ribosomai

Degradacion irregular

Degradacion homogénea

Organelos

Se hinchan y se fusionan con
lisosomas

Permanecen integros y no se
fusionan con lisosomas

Membrana celuiar

Pierde la permeabilidad
selectiva

Aparicion de fosfatidilserina y
se conserva la permeabilidad

Citoesqueleto

Se desorganiza

Conserva estructura

Citoplasma

Se vierte al espacio intersticial

Formacién de cuerpos
apoptoticos

Activacion de proteasas

Inespecifica y asociada a

Especifica de la familia de las

disfuncion lisosomal caspasas
Estres oxidativo Presente sélo en etapas tardias | Presente desde etapas
tempranas
Produccién de acido

Catabolismo lipidico

Activacion inespecifica de
fosfolipasas

araquidonico, ceramida y
metabolitos derivados.

Reaccidn inflamatoria

Presente

Ausente

Cicatrizacion

Presente, a menudo con
fibrosis

Ausente

Fig. 2 Diferencias entre necrosis y apoptosis




Como podemos ver una de las caracterlstlcas mas lmportantes de la muerte !
apoptotlca es que la célula no libera su contenldo al espacio extracelular: Es de",
importancia el hacer notar que esta restrlnglda a’ celulas de manera |nd|V|dua| y‘,
nunca resulta en la muerte de células vecmas n Ias que no se hayan encendldo "

los genes de muerte (Raff, 1992). o

La compartamentalizacién del contemdo celular evata que“los antlgenos celulares
puedan provocar una reaccion autoinmune: Caracterl tlca‘qu es 1a responsable
de que no se produzca una respuesta lnﬂamatona duranté' Ia reabsorc:oh tlsular ‘
aun cuando implique la desaparicion de tejidos U organos ‘como durante las
metamorfosis en Artropodos o la reabsorcion de los oviductos en embnones
} ,machos o del mesonefros en hembras de vertebrados (Pacher 1998). R

Por otro lado, la muerte celular por necrosis si afecta a las céluilas adyacentes Al o
igual que durante la muerte apoptotica, también se lesiona la cromatma nuclear.
razon por la cual se observa un obscurecimiento en nticleo a lo cual se. .e llama B

picnosis. También se presenta en apoptosns pero es menos denso y homogeneo

alteraciones en el control osmdtico resultado de

La muerte por necro

edema citotdxico.

resultado de Ia c:rros:s o de




resu tado de esto es la destruccaon de much ulas due se encuentran en el

tepdo alrededor de ellas (Buke y cols 1994)

accion de endonucleasas y

o ;Durante Ia muerte por necrosns el ADN se deg d

: ‘_exonucleasas y' plerde su mtegndad ya q rasé "'enkgeles de agarosa se

R ”observa un barndo sin que parezcan bandas:
por necrosus el ADN se corta en fragmentos de muy varlados tamarnos.

El barrido m'uestra que en ia muerte

" Por-el contrario, una caracteristica que hasta ahora se considera exclusiva de la
"a'pdptosis es el rompimiento del ADN en las regiones internucleosomales. De tal
manera que cuando se somete una separacién por electroforesis en un gel de

patréon en escalera. Esto revela que durante la muerte por: apoptosns lv’

la cantidad de ADN que se enrolla en cada nucleosoma Los nucleosomas son
elementos estructurales de la cromatina, que. estén formadas por un ndcleo de

histonas rodeadas por dos asas de ADN (Mac Manus 1999)

intermedios de la matriz

|Iamentos

agarosa, es posible ver un patrén de bandas muy peculiar que se conoce como -

fragmentos producidos son multiplos de 200 pares de bases, que corresponden a



era actlvacaon posterior de endonucleasas que tlenen acceso a lasvregvones de
‘ADN entre los nucleosomas hidrolizan el ADN:Su fragmentacnon consndera como
un_elemento diagndstico de ia muerte celular por apoptos:s con todo u a sencua )
no significa una carencia de la misma. Por ejemplo, el proceso puede suceder de"
manera rapida y el ADN se hidroliza completamente. Por otra par‘te es lmportante

: cons:derar que las células no mueren de manera sincrénica y- que po - tanto en un :

cierto tiempo esta fragmentacidon puede estar presente solo en una

pequena de la poblacion celular bajo estudio. Asi se puede exphcar po que el -

documentar la fragmentacion del ADN llega a ser mas dlflCll de lo que

originalmente se pensaba (Hayashi y cols 1999).

}Encendldo y apagado del programa de muerte
La muerte celular programada es un mecanismo mediante el cual las celulas se

seleccuonan esta seleccidén esta determinada por los factores 'mlcroambnentales
dedor de la célula que determinan si debe vivir o morlr y el mo ‘e to que estog;

debe ocurnr

B estudao de distintos sistemas celulares en Ios que ocurreVmuerte po apoptosus
suglere que existen dos formas prmcupales de actxvacnon del"programa de: muerte.

stado de maduracuon“o

factores de supervuvencna tamblen llamados "'factores trofcos que de encontrarse :
“en el medlo bloquean la ejecucnén del programa de muerte ‘Tal es el caso le as
neuronas dependlentes del factor de crecimiento neuronal (NGF) (Zhang y'cols.

2000)

11

‘dvferencvacaon de un lmaje celular, En estos casos la muerte. se evuta por accnon de O



= (Allsopp 1 993)

La proteccuon que conf" ;
producto genlco lnterf'e ejusto con los eventos de'la fase de ejecucion que lleva a

la’ activacién de caspasas adosadas en la membrana mitocondrial (Charlotte y

‘cols., 1999).

PROMOTORES INHIBIDORES
53 bcl-x!

bcli-xs bcl-w

Bax mcl-1

Bak ced-9

c-myc E1B 19K

Bad p35,

Nbk crm A

Ced-3,4 EBV BHRF-1

R-ras bag-1

CPP32 Dad-1

reaper A1l

TNF-r p55 becl 2

Fas/APO1/CDS5 AP

Fig. 3 Genes promotores e inhibidores de apoptosis (Thatte 1997).

Caspasas ejecutoras de la muerte celular por apoptosis

Son probablemente, las moléculas efectoras mas importantes de la apoptosis.

Son una familia de enzimas con trece miembros que tienen en comun la presencia
de cisteina en su centro activo y que efectuan el corte en el aminoacido Aspartato
(Cisteinil-ASPartato especifico-proteASAS) Fig.4. Y que se dividen en tres
La familia de proteasas semejantes a enzimas convertidoras de

subfamilias.
Interleukin-1 B co'n\(erting enzyme), la subfamilia

interleucinas-1p (ICE, del ingles,

12



Y(Nedd2) Son snntetlzadas como precursores mactlvos‘qu

esclsaon autocatahtlca o por otras proteasas (Yuan 1993) . n:
las_ protemas Vdel» cntoesqueleto protemas

numero de sustratos entre ellas
relacnonadas con el cnclo celular con la esms:on y reparacnén de ADN con lar B
la actnvacuon de otras caspasas],

trascnpcnon y traduccuon de senales En
(efectores) . como mtcnando los procesos que conducen a la degradacl
las caspasas comparten similitudes- en_la- secuencua de

(lnlc:adoras) Todas
aminoacidos, estructura Y. especuf’crdad por el sustrato (Kumar y cols

chhulze -Osthoff y cols, 1998 )

El cémo las caspasas contrlbuyen al proceso de muerte no esta completamente

comprendido, pnncupalmente eb:do aque la mayoria de los. sustratos conocndos
' 'ugleren que un subconjunto d‘ c spasas es

responsable de los camblos [ elulares que ocurren durante la apoptosns y provee

una idea del mecanlsmo empleado‘(Stamslaw 1999 Schulz 1999)

mdlca que la regulacién de las caspasas es

: expresados (aun en ‘neuronas)
: que a menudo

ccmplejos sistemas proteoliticos,
de proteasas regulatorlas cofactores,




Fig.4 Estructura general de las caspasas mostrando en rojo el sitio catalitico

Esta intrincada regulacion da cuenta de una caracteristica espectacular de estos

sistemas: mantienen a la proteasa efectora inactiva pero en respuesta de

cantidades minimas de un inductor apropiado, son capaces de activar grandes

cantidades de ésta rapidamente. Dada la funcion de las caspasas como

mediadores de muerte celular, la complejidad de su regulacion podria rivalizar con
la de los sistemas de compliemento y de coagulacion (Weil 1996, Wyllie 1980).

Estrés oxidativo
Ademas de la activacion de la cascada de caspasas, durante la muerte por

apoptosis se activan varios procesos bioquimicos que han sido considerados
como vias paralelas que conducen a la muerte celular. A la activacion de la
funcionamiento

cascada de caspasas se han asociado alteraciones en el
de membrana

mitocondrial, que incluyen una caida transitoria del! potencial

mitocondrial, la liberaciéon del citocromo C y a la produccion de radicales libres. Por
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una parte la llberamon de citocromo . C es un paso mdlspensable enla actnvacnon
‘de una segunda serne de caspasas (Rosenthal 1997) Por otra parte las
la liberacion de cntocrorno C"’afecta : ) i

alterac:lones que permlten
ia generaclon de’r:

respxratona permmendo un aumento en

puede conducnr a la muerte celular (Jun 1997).

Ademés ‘de la activacion de cadena de caspasas y estrés ocasuonado por. el”
‘'oxigeno se han identificado otros procesos bioquimicos que llevan ‘a’ la muerte
lado se activa una esfingomielinasa que hidroliza: ‘esfmg melma )

Por un
produciendo Ceramida, que actia como segundo mensajero capaz de nducnr

arresto o muerte celular por apoptosns dependiendo del blanco celular Poriotra .

araquidonico que ha sido ‘asociado a la. muerte celular,

generacion de radicales libres (Fortuna 1997).

>e musrte; dejando L

proceso de muerte podnan resultar en un retar oo usenc: ]
células supernumeranas ablertas ala pos:bmdad de formar nuevas mteraccuones :

celulares y adqumr nuevas func:ones y enfrentar nuevas demandas.

Una mejor comprens:on de los mecanlsmos blquImICOS que llevan a la muerte
celular, sera de gran utllldad kpara entender y posiblemente tratar entidades
patologlcas comO' enfermedades neurodegeneratuvas epulepsna enfermedades




Antecedentes

La isquemia cerebral esta originada por la disminucién del flu;o sanguineo hasta
un nivel tal que interfiere con la funcion del sustema nerwoso Este decremento es
el resultado de la alteracién del equilibrio de numerosos factores hemodlnémlcos

Puede conduclr a la aparicién, en las neuronas y en la gha de una serle, :

. concatenada de alteraciones metabolicas y bioquimicas que conclunran con Ia :

necrosis celular (Namura, 1998).

Un hecho de importancia observado recientemente, es el papel- qﬁe jueg'é la
apoptosis en la isquemia cerebral. En zonas periféricas de los lnfartos cerebrales A
se han observado células en apoptosis ( Linnik 1993). Esto se demostro gracias a =

la presencia de ciertos signos caracteristicos de la apoptos:s Durante:'mucho s

tiempo y sobre todo en el caso del cerebro, se considerd que la |squem|a h poxnca 5

_es un tipo de necros:s.

El ‘cerebro consume un tercto de su energia en el mantemmlento de la transmnsnén B

: lnéptlca, otro ‘tercio para el transporte de iones:, y:0 i
reservacnén de su integridad estructural. Cuando decae la perfusuén cerebral se

'alteran -progresivamente -sus funcuones hasta: producnr a muerte celular Pese a
al’ nsulto lsquémlco y

esto no todas las neuronas responden de formasx ile
'eX|ste una vuinerabilidad selectiva en razén de’la ‘denSIdad neuronal, la
‘duferente perfusion regional 'y dlstlnto metabollsmo Las neuronas de la corteza
erebelo son mas sensibles a la

cerebral, del hipocampo, nucleo amlgdallno
isquemia y sufren cambios estructurales de manera més precoz que las neuronas

de otras localizaciones y que las células gliales (Murayama y cols., 1980).

En contraste, las alteraciones isquémicas de la funcidn cerebral descritas que
aparecen inmediatamente después de la oclusion vascular, el desarrolio de
lesiones morfolégicas irreversibles requiere algin tiempo. Por lo tanto, las
alteraciones funcionales aparecen inmediatamente después del comienzo de la



- lsquemla y,son nlcamente dependxente del flu;o Mlentras que las alteractones'
~estructurales requneren tiempo Y dependen del'ﬂwo sanguineo (Castlllo 1995)

1eo’ efebral ocasiona un ‘gradiente isquémico

ila obétfpgcué
. intensaen el centro del territorio vascular y.auna

~|squemia menos pronuncnada en: Ia penfena del mismo. Las células del nuicleo

squémico con’un flu;o mfenor’al umbral del infarto, mueren en pocos mmutos En
“"la zona pertférlca con un flu;o por debajo del umbral de isquemia,. se or:gman
“alteracnones de la actxvndadr funcional de las neuronas, pero con conservacién de
”una actividad metabéhca mimma que preserva su- mtegndad estructural durante

algun t:empo Esta zona se ha denommado penumbra |squémlca En eéta éreé el :

ambos En el pnmer caso, rembe el nombre de’'edema cutotoxnco y enel segundo,
de’ edema cerebral vasogénlco. El 'edem cerebralrisquemuco es el resultado de
toxlcos Y vasogénicos que
htensud_a_d de la isquemia cerebral

v"una compleja combmacnén de mecam m
'kidependen del tipo, extensuén du Cio|
(Hatashltaycols 1990) =

alteraciéh de es

la permeabilidad celular




:y de Ia acumulacnon de productos de degradacuén Ambos mecanlsmos onglnan'
',,_tamblén un aumento ‘de la permeabll:dad de 'la membrana celular. con*

; mcorporacuon de SOdIO y agua en el mtenor de Ias células

ema "agr va el proceso |n|C|al 1squém|co cerebral por varios mecamsmos~

nterfiere’. e a‘homeostas:s del agua 'y electrélitos en el parénquima. cerebral, '
altera as;fbras mlehmzadas y tlene un efecto volumétrico que causa compresnon

y origina

Vrla presmn intracraneal _hernias

ustiﬁcacién S . .
nfermedad ‘vascular cerebral representa la segunda causa de mortalldad y
,de las pnncnpales causas de discapacidad en el mundo La enfermedad ]

usquémlca constituye aproximadamente el 80% de todos los cas' s (WHO 2002)

: Es necesario llegar al concepto de una ventana terapeutlca es ecir, un perlodo ..

de tiempo durante el cual la aplicacion de medidas especlf‘cas ermlta evntar ia :
muerte de las células en riesgo. La investigaciéon del dafio celular mducudo por»,f

isquemia es un punto muy importante a tratar ya que, a pesa de( os estudxos que

se han realizado hasta ahora, no se ha logrado llegar a‘un acuerdo entre las
evidencias moleculares y los hallazgos histolégicos, del dafio celular producido por

la isquemia cerebral.




Objetivos

Objetivo General S : B
-Estudiar el dafio celular que produce la iéqqemia cerebral focal en un modelo de"
rata. ) } B

Objetivos Particulares
-Analizar el dafio celular que se produce por Isqu
regiones del cerebro.

2 _ ! zporla iSquémia cerebral focal sin.
reperfﬁsién, en un rango de tiempode 5 a 5’m_’inL'q'tqs.vk : ' k
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MATERIAL Y METODOS

Induccién de isquemia
Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de aproxumadamente 300 g de peso se.

sometieron a isquemia cerebral focal del hemlsferlo lzqu:erdo por oclusién de la; =y
arteria cerebral media, medlante la mtroduccuén lntralumma d I

nylon 3-0 a través de la arteria carotlda lnterna hasta
cerebral medla (Zea y cols 1989) La mduccnén de isque

ia’'que .va del manubrio del
indibularis, a continuacion las
retractores

‘‘ayuda de unos

e dentxfco Ia blfurcacton carotidea, la cardtida externa y sus

a-ext erna fue dlsecada en su extremo mas distal y electrocoagulada La
c étlda vnterna fue aislada cuidadosamente del nervio vago adyacente. Después
: Vde esta dlsecc16n se identificd el origen de la arteria Pterigopalatina y se ligo justo

_':’en la bifurcacién con hilo de nylon de 4-00.

En este momento, la carétida interna es la Gnica rama extracraneal que distribuye

sangre a la arteria cerebral media.
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: A continuacion se colocé un nudo suave: de's > la carétlda'
'externa y.un clip. transitorio ocluyé el FSC desde evr ongen de Ialmlsma Un
"-':fragmento de dos’ centimetros de longltud de suturaV e: ‘nylon 3- 00 con punta

"":redondeada fue |ntroduc|do en ella el nudo suav,‘ fue apretad alrededor del

A ot

Futy

Fig. 5 Esquema de introduccién de sutura de nylon hasta alcanzar la arteria
cerebral media (AC med), Arteria Carotida interna (AC int), Arteria tiroidea (A tir),
Arteria occipital (A occ), Arteria Carotida externa (AC éxt), Arteria Carotida comun
(AC com), Arteria pterigopalatina (A pte) (Zea y cols 1989)
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,'Pft)cesamie'nto de material biolégico

B ,Fij'acién del tejido
El animal se fijo por perfusién via intracardiaca haciendo pasar péraformaldehldo
al 4% en PBS 0.01M pH7.2 a través de la vena cava. Postenormente se extrajo el
cerebro, y se colocé en fijador frio por una “hora y se seccnonaron Ias reglones a -

Ocmpltal e Hlpocampd ‘ c s

Panetal

estudiar: I6bulos Frontal,

Hematoxilina & Eosina

Los cortes fueron desparafnados en Xilol, hxdratados en; alcoholes graduales,
tefidos con’la técnica de Hematoxilina & Eosma (Ulnka : 994) y montadas en
resina Polimount (Polyscience). Las preparacnones fueron observadas bajo un’

microscopio optico Olimpus CH2 (Anexoll). -

° "'Extr’éccién de ADN

'Ratas sometidas a isquemia cerebral focal de 12 y 15 min, asi como controles y‘

, 'sham, fueron sacrificadas mediante una puncién cardiaca de 1-ml de Pentobarbltal
sodico de uso veterinario, enseguida fue extraido el cerebro y. se- tomaron

© - muestras de. aprox:madamente 500 mg de las diferentes zonas en estudio, las
g 'cuales fueron congeladas en nitrégeno liquido y molidas en un mortero hasta
er un olvo fino que fue suspendido en 1.2 mi de amortiguador de digestion,
de iés muestras fueron incubadas a 37°C por 3 horas, Transcurrido
tlempo se; égregé a la muestra un volumen igual de Fenol-Cloroformo-
Alcohol ‘Isoamlllco (25 24 1) y se centrifugd a 1700 g. por 10 min. a temperatura




EDTA (TE 10 mM pH 7 4) Asl es posnble almacenario ‘por:varios meses a 4°C ;
(Anexo Ill). g ;

LM-PCR
Link Mediated-PCR

Durante la apoptosis, endonucleasas celulares‘ rompen el ADN entre nucleosomas

produciendo fragmentos de vanas longltude en multlplos de 180-200 pares de:
bases (Arends y cols 1992), Cuando son sometldos‘a electroforesns en‘tn gel de :
' - ucleosbma bpropla de "

elulas ! con ‘estas

agarosa estos fragmentos aparecen com ‘una.escaler

células apoptoticas. Cuando ;es poco el
caracteristicas, las marcas no son visibles o tienen.poca def‘mcién por lo que se

'e cadena de la polimerasa (PCR).

para amphf"car la

aplica la técnica de reacc
- sefial, Para reahzar e‘sto

(Clontech), con el cual's

mln a temperatura se redu;o paulatlnamente hasta 10 "C en el lapso de una hora'
,(Rampa) en un PCR Perkin Elmer ADN Termal Cycler 480 una vez transcurnda :
esta se agrego 1ul de T. DNAligasa, y esta mezcla se mcubo por 16 horas a‘ o
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) La ampllfcactén por PCR fue reallzada agregando 5 ul de’ ADN,.10°'ml de'LM- PCR” k
mnx 2 pl de DNApohmerasa y agua grado PCR Ilegando a un volumen total de 100’ :
termociclador,. Perkin :Elme GeneAmp;‘

“plesta mezcla se so;netlé a. PCR enu
e PCR System 2400.

i :IV-Z‘IY'cb‘rjtrdlzne“gj

-:TAE utlllzando un marcador d peso molecular de 100 pb (Anexo ).

f],'récnicva de ‘TU,NEL '

: '~Term‘inal deoxinucleotidil transferasa mediated dUTP Nick end labeling
S| rbmpimiento del ADN gendémico durante la apoptosis presenta fragmentos de
alto y bajo peso moiecular. estos fragmentos pueden ser identificados por marcaje
de los ‘extremos 3’-OH terminal con nucledtidos intensos y una reaccién
enzimatica catalizada por la deoxinucleotidiltrasnferasaterminal, que polimeriza los
nucledtidos en el extremo terminal, al estar intensos con fluoresceina los

polimeros pueden ser detectados por microscopia de fluorescencia.

De las muestras de las dlferentes regiones cerebrales ya incluidas en parafina, se
obtuvieron cortes de 3 pm de grosor, los cuales fueron montados en portaobjetos
tratados con silano desparafnadas e hidratadas. Los tejidos fueron sometidos a un
proceso de permeablhzacrén para permitir el paso libre de los reactivos al ntcleo
celular, que consustlé en sumerglr las laminillas en amortiguador de citratos en un
vaso de Kopling: de pollproplleno en bafio Maria, sometido a 5 min. de irradiacion
ooen un horno de mlcroondas a 750 Watts, cuidando que el amortiguador no se
"'»g' evaporara Las lamlmllas se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se lavaron

: con PBS en dos ocasnones por 3 min. y se incubaron con Proteinasa K (20 ug/ml)
na camara humeda a temperatura ambiente las laminilias se

pof;
enjuagaron con PBS en 2 cambios de 3 min.
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l ;Por ultlmo se ap! 6 1a: solucnén de permeabllvzamén por 2 mm “en”hielo’ y,sey," :

: enjuagaron con PBS las seccnones se secaron muy blen alrededor para ev:tar que B

barnlz de uﬁas Como control negativo se utilizé una muestra a Ia que sele agregé
“la.mezcla de TUNEL sin la enzima (Transferasa termlnal) como' control posmvo se
uso una laminilla que fue sometida a una digestion enznmatlca con Dnasa { durante

10 minutos en camara hiimeda (Anexo V).

Procesamlento de muestras para mlcroscopla electromca

»_Las ratas -isquémicas, Control y Sham fueron fuadas por perfusién con
: vglutaraldehldo al 2.5% - paraformaldehido 4% en PBS‘ Se obtuweron las reglones
: ora 'y, .se: cortaron en

en’ estudlo fueron fijadas por mmersnon durante 1
fragmebnu‘)s de 3 mm’y se sumergleron en f'jad r durante 1 hora a 4°C una vez
ldO este tlempo se ‘enjuagaron en PBS por 15 mm se postf]é con
Xido. de OSITIIO al 0.5% en PBS por 1 hora. Una vez més se enjuagaron
terlormente se deshidrataron en alcoholes graduales y se prelncluyeron en
mezcla 1 1 de acetona absoluta-Epon durante. 24 horas a 4°C se incluyeron

-en resina epoxnca y se polimerizaron a 60°C durante 12 a 18

btuvueron cortes semifinos de 1pm de grosor que se tifieron con Azul de
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Resultados
Hematoxilina & Eosina
El estudio microscépico con la tmcnén de H & E nos permlte valorar desde

perspectivas panorémlcas el tlpo de tejldo. patolog!a 'y ‘acompahantes
'flama' i6n etc.); es el ‘estudio basico desde

morfoldgicos, (hemorragta nec'OS|s

el punto.de vista, morfoléglco, permltlé f“reconocer cambios en las

muestras observadas.
Controles
Se encontraron neuronas con un nucleo prommente redondo de color azul conun

nucléolo muy |ntenso asi como,un cutoplasma de tono rosado con: llmltes de
membranas nucleares y cutoplasmlcos blen definidos vy regulares los astrocltos

presentaron tamano normal (Flg. 6).

5 minutos

Enel: Iobulo frontal se observaron células con citoplasma y nucieos conservados,
no' obstante se encontro leve de edema vasogénico caracterizado por incremento

enel espacno entre el vaso y el tejido adyacente. En el l6bulo parietal, las células
presentan nucleos conservados, con una tincion de hematoxilina adecuada y

c:toplasma “tenido por la eosina, y se sigue presentando leve de edema
yasbgér:\i‘co; En el l6bulo occipital se presentaron estos signos pero las células de
la "‘g"lvia"presentaron dafio por hipoxia. Estas caracteristicas también se encontraron

“ien »»Ia' regién del hipocampo en el que la glia mostré6 cambios que consistieron en
“células con'encogimiento, basofilia, y un intenso edema citotoxico.
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10 minutos

‘A este: ﬁempo en el ldbulo frontal, en las . células de la glia .se : observd
encoglmlento nuclear y: cnoplésmlco con basoflla marcada Se noto edema
: 7cutotéxlco y se pudo ver tambuén un aumento del edema vasogémco En el I6bulo

.parletal se observan los ‘ sfnos camblos a nlvel de la mlcroglla mdlcando muerte
celular por necro En el 18bt lo occ:pnal se encontré un incremento de areas de
necrosne En ‘el caso de la‘ reglén ‘del hlpocampo en las reglones que rodean al

La-mducmén de lsquemla cerebral por este penodo de tlempo produ;o dafio

ilgenerallzado en el idbulo frontal (Fig. 7A). en donde se encontraron conjuntos de
sin -embargo entre

; _"células presentando marcada plcnos15 y edema c1totoxnc
: ) estas zonas de dafio se encontraron reglones de caracterlst'caé preservadas en
‘donde se ‘observaron células eosmoflllcas con una llgera dlsmlnucton en el
“volumen citoplasmico, ligera alteracion de la membrana nuclear y ausencia de
edema citotoxico. En el ISbulo parietal (Fig. 7B) se repitid este patrén de
alteraciones, pero, el deterioro aumenté en la regién oceipital (Fig. 7C), en la cual
las células con eosinofilia se presentaron en mayor nimero. En la zona del

hipocampo, en comparacion con lo observado a los 10 minutos los cambios fueron
mas intensos pudiéndose distinguir células que presentaban las mismas
alteraciones encontradas en las otras regiones analizadas (Fig. 7D). Estas
observaciones nos dieron la pauta para realizar un analisis de las alteraciones que
produce la isquemia cerebral en tiempos intermedios (11, 12 13, y 14 minutos),
con el fin de observar los cambios histolégicos que se van presentando que
permitan encontrar indicios del momento en el que se comienzan a hacer
evidentes las diferencias morfoldgicas que fueron encontradas en el Idbulo
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VOCCIpItal y en la reg|én del hlpocampo En eI occnpltal los camblos conststleron en
la presencua de escasas células de ia glla con pérdlda del volumen citoplasmico y
) basoﬂha marcada, en este momento tamblen se. ‘encontraron neuronas de color

‘ rosado resultado de Ia eosnnoﬂlla y ausencna de edema citotdxico. Estos resultados
counmden con Ios hallazgos en el hlpocampo en Ias observaciones de tiempos

i .mtermedlos

12 m‘inuto‘s

Las observaciones mas importantes fueron encontradas al minuto 12 en el que se
encontraron células de la glia que mostraron pérdida del volumen citoplasmatico y
basofilia marcada, asi como zonas de necrosis ejemplificadas por las neuronas,
formando grupos de células que presentaron cambios propios de hipoxia como
una tincién basofilica, pérdida del volumen citoplasmico y edema citotdxico, las
caracteristicas se mantuvieron en la zona del hipocampo y el lIébulo occipital, pero
algo que también compartian estas regiones era la presencia de células con
caracteristicas diferentes como eosinofilia muy marcada, citoplasrﬁa conservado,
membranas nucleares y citoplasmicas en buen estado y ausencia de edema
citotéxico, opuesto a la necrosis. Las células con las caracteristicas mencionadas
se presentaron de manera esporadica por la superficie del tejido. Las
observaciones parecian indicar que en este momento se estaban presentando los
primeros signos de cambio no necrético lo cual hizo pensar en cambios

apoptéticos (Fig. 8).
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LM-PCR

Para confirmar la presencia de apoptosis se busco el rompimiento-caracteristico
del ADN para lo cual se ampliﬁct_ﬁ la sefial con ayuda del LM-PCR. Alos 12y 15
minutos en la regién del 'hipoéampdse encontré el patron caracteristico del
rompimiento _del ADN en escalera Al compararlo con el marcador de peso
molecular, mostro bandas’con pesos moleculares correspondientes a multiplos de

: 180 a 200 pares ‘de ba '(Figk. 9).

sélo se presento en la reglén del hlpocampo donde las sefales se asemejaban
mucho a los vistos en los 15 mmutos con la salvedad de que la sefial se presenta

en menos células (Fig 10). .
Microscopia electrénica

En los cortes semifinos sé bbéervéron condensaciones ligeras de la cromatina en
la cara interna de Ia membrana nuclear, la cual presenta también alteraciones al
igual que la membrana celular en las regiones hipocampo y occipital a los 12 y 15
mlnutos En Io corte! ultraﬂnos contrastados con uranilo-plomo se pudo ver que

vlas condensacno es:de: Ia cromatina en la membrana nuclear presentaban un
de perlas , junto con esto se pudo observar el buen estado de
mo -de reticulo endoplasmico y otros organelos lo cual se

:demostré al compararlas con las muestras control y Sham (Fig.11).
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Fig 6. Micrografias 40X de las cuatro regiones

a estudiar teflidas con H & E. A) Lébulo

frontai, B)Lébulo parietal, C)Lobulo occipital, D) Zona del hipocampo. Se sprecian micieos
membranas

de gran tamafio bien definidos con

celulares muy regulares.
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Regién del hipocampo. En general se ven células picnéticas con
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Fig. 7 Micrografias 40 X A)L.dbulo frontal, B) Lobulo parietal, C)Ldbulo occipital y D)
edematosas,

también se presentan céiuias eosintfilas con figera perdida de volumen citopidsmico

(Flechas).
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Fig 8. AyBconupondenalazonadelhspocanpoyCyDallébuioowmmelmMo
12 de isquemia y tomadas a 20X y 40X respectivamente en e} detalie podemos ver ias
claras diferencias de tincion entre las células normales y las presuntas apoploticas, asi
como imegularidades en membranas nucleares y citoplésmicas.
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PM C- C+ Hc Hs H12 H15

600 pb
400 pb

200 pb

Fig.9 Corrimiento de LM-PCR en gel de agarosa que deja ver los peidafios formadas por
ef rompimiento del ADN, el marcador de peso molecular muestra que estos se encuentran
en las regiones de miltiplos de 200 pb.
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Fig.10 Células positivas a la adicion de nucledtidos marcados con fluoresceina. A)Control
(+) tratado con Dnasa, B)L.6bulo occipital 15 min de isquemia C)Zona del hipocampo a 12
min de isquemia, D)Detalle de hipocampo. Es posible apreciar la fluorescencia en anillo
correspondiente a la condensacion de la cromatina.
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Fig.11 (A,C) Cortes de 1 u teiiidos con azul de toiuidina de el idbulo occipital y la regién
del hipocampo en los cuales podemos ver condensaciones de la cromatina asi como

irregularidades en las membranas. (B,D) Cortes ultrafinos de ias mismas regiones en las
que se observa un patron de condensacion de la cromatina similar a un collar de perlas.

En D es posible ver un reticulo endopidsmico dilatado (flecha).
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_Discusién'y Cphéldsiohes -

'al focal es producto de‘“ n ) obstruccnén‘artenal-trombétlca o
e un apor’(e colateral

embohca que hab:t

«mas ) menos,_ iinada ‘de penumbra

|squem|ca en la que : nal acin se preserva la
capacudad metabéllca de las ‘célul
neuronas y si se supera la causa de

tlempo comprendldo entre 30 y 60 mlnutos Ia Iesnén se hace irreversible (Naveiro y
cols 1998). : R A

ronales:.Ta bién ‘permite conservar las
trombosns recuperarlas Ya pasado un

En la realizacién del proyecto, el modelo‘dél bldqueo del flujo de sangre implica
una técnica poco invasiva, que reproduce de manera fiel el efecto de una ataque
isquémico, acompaiiado del dafio neuronal relacionado con el (Zea y cols. 1989).

" 'Las sefiales que sugieren apoptosis aparecen en los modelos animales de

7 cerebro isquémico global - (Papas y cols.1992; Shigeno y cols.1990; Tartosa y
cols.1 994) y focal (Linnik y cols.1995; Du y cols.1996) siempre a tiempos largos y
en casi todas las ocasiones con reperfusién, lo cual incrementa el dafio el dafio.

b : El presente trabajo fue reahzado para investigar la probable participacion de la
""::fapopto&s como respuesta al daﬁo isquémico y el tiempo minimo en el cual se
' .presentan estos camblos Usando la técnica de hematoxilina y eosina se logrd
ldentlf'car Ios camblos que nos hacen pensar en la presencia de apoptosis como la
‘ lnq:lqny,d!ferenmal que presentan las células apoptéticas y los cambios en la

r~|htegfid'avd mérhbranal ‘y cambios en el ntcleo (Yiy cols. 1997), sin embargo, esto
'fué' corroborado con técnicas mas sensibles para poder correlacionar las

observaciones histoldgicas con las técnicas moleculares.

Nuestros resultados con la técnica de LM-PCR mostraron una aparicion del patrén
caracteristico en escalera resultado del rompimiento del ADN en las regiones
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por la artena cerebral

acrén de proxnmldad con el
de dano que se presenta un

- cambios: molecula s las células apoptéticas presentan cambios

- morfoléglcos muy aracterfstlcos como el encoglmlento celular y la condensacién

. de la cromatlna entre otros Al observar las condensaciones de la cromatina con
el apoyo de la mlcroscopla electrénica nos dimos cuenta de que presentaban un
‘patron de collar de perlas en las partes internas de la membrana nuclear asi como

: conservacién de Ia 'ln‘tegrldad de los organelos y de la membrana celular, lo cual
" nos muestra un proceso organizado de degradacion (Brown y col. 1972).

Nuéstro éstUdio sugiere que los dafios por necrosis se inician practicamente con la
Maparf&:ién del infarto. Opuesto a lo sugerido hasta la fecha, el dafio por apoptosis
“se presenta en tiempos mucho mas tempranos. El mayor aporte de nuestro trabajo

es que a los 12 y 15 minutos de isquemia cerebral focal, en el l6bulo occipital y la

zona del hipocampo encontramos dafio al ADN y células apoptéticas junto con
areas de necrosis. Nuestros datos proveen evidencia directa de presencia de
apoptosis después de un corto periodo de isquemia cerebral focal.
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Otro dato importante es la presencia conjunta de‘ necros »poptosus y en una

relacién muy cercana en nuestras observacuon uncton ‘de ' estado

estrés oxidativo, la expresuén de genes y ‘el procesamlento postraduccnonal de
proteinas asi como la potenc:lacubn de los dafos resultado del dafio lsquemla : L '

reperfusuén. y asf poder esclarecer su papel en las diferentes formas de muerte

neuronal.
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ANEXOS

Anexo'l

Amortiguador de fosfatbs '~o.2 ™M pH 7.4

Solucién Acida (A) Fosfato AC|do de sod:o NaH2PO4 H,0 (PM 137. 99)
13.79gen 500 mil
Solucién Basnca (®) Fosfat‘o'B
26.80¢g en 500 ml

de‘é‘o‘dio NazHPozz.-?H'zo (PM 268.07)

; t,P‘afraifoEmaldehido 4%

4 g de Paraformaldehido se adicionan por cada 100 ml de amortiguador se agitan en
p]ancha caliente (no mas de 60 °C, ya que si se excede esta temperatura el
Paraformaldehido se transforma en Aldehido) y dentro de una campana hasta que quede
transparente, en caso de que la solucién quede turbia se agregan unas gotas de NaOH 1
M, después se enfria a temperatura ambiente y se almacena a 4 °C.

Procesamiento de material bioldgico
H,0

Alcohol 70%

Alcohol 80%

Alcohol 96%

Alcohol 96%

Alcohol 100%

Alcohol 100%

Xilol/Alcohol 1:1

2 banos de Xilol 100%

2 bafios de Parafina

Los tejido deben de sumergirse una hora en cada uno de ellos.

33



“Anexo I
Hematoxilina & Eosina
- Desparafinar e Hidratar

Dos barios de Xilol de 10 min,
Xilol falcohol absoluto 1:1° por 3 min,

Dos baiios de alcohol absoluto por. 3 min.

Dos barios de alcohol 96% por 3 mm
Alcohol 80% por 3 min.
Agua corriente por 3 min.

Preparacién de Hematoxilina de Gill
H20O destilada 730 m!

Etilenglicol 250 m|".* L .
Hematoxilina anhidra : p'olv‘o‘ 2gar
Yodato de sodio 10 200 mg

Sulfato de alummlo 17 6 gr

“Ae. Acétlco glacral 2 mI :

- Filtrar::

Tres partes de Etanol 96 %
1 mI de Ac Acetlco
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Deshidratar

Agua corriente por 3 min.

Alcohol 80% por 3 min.

Dos bafios de Alcohol 96% por 3 min. .-
Dos baiios de Alcohol Absolutp por 3 min, :
Dos barios de Xilol /alcohol 131 por 3 min.
Montar '

Anexo

Amortiguador de digestion

100 mM NacCl

10 mM Tris. ClpH 8

25 mM EDTA pH 8

0.5 % Dodecil Sulfato de Sodio

0.1 mg/mi Proteinasa K

Acetato de amonio

Disolver 385.4 g de Acetato de amonio en. 150 ml de Agua

Aforar a 500 ml

Amortiguador TE -
10 mM Tris. CI pH 7 40
1mM EDTA pHB8.

; Ajustar el pH deseado con HCI conce a‘d‘ov aforar hésté‘ un litro)
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'LM-PCR

Rampa“
55°C " 15 min.
45°C" 15 min.
35°C 15 min.
©25°C 15 min.

10°C .10 min.

Ampliﬁcacién

72 °C 8 min.
Correr 20-35 ciclos
94 °C 1 min.

72 °C 3 min.
72°C10s

Finalizar con
72 °C-15 min.
4 °C Rinfinito

_Control Positivo
Use 2.5 ul de control ADN Timo de Cordero en 70Dp.| de mezcla de hgaclén y proceda con

el protocolo normal realice 20-25 ciclos de PCR.

Control NegativoQ
Use 35 ul de Agua Grado PCR y 350ul de mezcla de Ilgaclon Segunr el protocolo normal

realizando 20-25 ciclos.

Amortiguador para electroforesis TAE 50X 1 litro
242 g Tris Base

57.1 ml Acido acético glacial

37.2 g Na,EDTA.2H,0

Aforar a un litro

pH 8.5
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Gel deiAgrarosa 2 %

P Agyegér 1.6 gramovs de'agarosa en 80 mi de amortiguador TAE 1X en un matraz de 200

. L i
’ Calemar por-1 mln En horno de mlcroonda

Esperar aque enfrle un poco y agrega pide Bromuro de etidio,
Verter a la camara de electroforesrs dejar. gellf”car‘ por 30 min.

Muestras para correr en el ge
Tomar 20 ul de ADN an)pllfca
vependorf de 0.5 ml. e
Utilizar control de pesb ﬁjblec’blé

v_con,iésqupl’ de Ambrtiguador 6 X en un tubo

Amortiguador6 X - :
0.3% Azul de Bromo,fenol“ e
0.3% Xilen Cianol FF ~ -
10 mM EDTA

97.5% Formamida desionizada

Anexo IV

3-aminopropiltrietoxisilano SILANO :

Es una substancia que permne la adhesuén del tejido al portaobjetos y resista el trato que
se le da a lo largo de la técnica.

Solucioén de Silano 2% en Acetona 100%

Colocar las laminillas en un vaso de Kopling por 3 min.

Enjuagar 2 veces con agua destilada por 5 min.

Colocar en rejilla de metal para secar a temperatura ambiente o en la estufa a 37 °C

Irradiacion de Microondas con Amortiguador de citratos
Amortiguador de Citratos 10 mM pH 6
Acido 0.1M de Acido Citrico

Base 0.1 M de Citrato de Sodio
Solucion de trabajo 9 ml de Acido + 41 ml de Base Llevar a 500 ml con agua desionizada,
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Proteinasa K . . L
Disolver 20 pg/ml en, 10m

Solucién de Permeabllizacion
Mezclar 0 1% de Trlton X 100 en 0.1% Citrato de Sodio

' Méz‘cla"d’e TUNEL ';;ra una taminilla

3.l de Solucién enzimatica
27 ul de vSqu‘ci’énr de Marcaje

ol Positivo
j o incubado con Dnasa | (12.5 ul de Dnasa + 5D;.1I Cleg 25 mM + 32 5 Amortlguador
1XPCR)

Control Negativo
Se agrega solucion de marcaje sin transferasa terminal enjuagar 2 veces con PBS

Anexo V

Microscopia Electrénica

Preparacion de fijador para microscopia electrénica

Se agregan 10 ml de Glutaraldehido al 25% por cada 100 ml de Parafornaldehido al 4%
en PBS 0.01M pH 7.2

Deshidratacion
Alcohol 70% 10 min.
Alcohol 80% 10 min..
7 Alcohol 90% 10 min. e
bIO de Alcoholl'1 00% _10 mln cada uno
de c ona 100% 10 mm cada uno
s se premcluyen en una soluclén 1:1de resina epoxica y acetona 100% por

‘oda la noche a 4°C =
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 Preparacisn de resina hidrofébica EPON

 Epon 812 (Polimero) 4.3 m! Ether Glicidico 100
T ; DAS (Enddrécedor) 4.3ml Dodecenilsuccinico Anhidro
NMA (Plastificador) 1.96 ml Metilnorboneno-2,3dicarboxilico anhidro
DMP (Catalizador) 0.33 mi Dimetilaminometil fenol

0 Preparacion de Azul de toluidina
‘AzUl de. oluidijné 1gr
to de Sodio 1 gr

reparacion de Contrastantes
plomo

g"u"a‘ destilada y esperar a que alcance temperatura ambiente
Agregar 03 g de Citrato de plomo en 10 m|

er en agitador magnético

nar gota a gota NaOH 10 N hasta llegar a pH 12
ar un poco de aceite mineral

: Ce"ntrift:l'ga:i' 15 minutos a 300 rpm

Acetato de Uranilo -

Hervir agua destilada y esperar a que alcance temperatura ambiente
Agregar 0.3 g en 10 ml de agua destilada hervida

Disolver en agitador magnético

Agregar NaOH 10 N hasta alcanzar pH 4.5
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