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1. INTRODUCCION

1.1 El sistema nervioso

El sistema nervioso recibe informacién sensorial del entorno, evalla la importancia de la
informacidn y genera respuestas conductuales apropiadas. Se divide en sistema nervioso
central, que es una estructura bilateral y esencialmente simétrica con dos partes principales,
la médula espinal y el encéfalo; y el sistema nervioso periférico, que esta formado por
grupos especializados de neuronas (ganglios) y por los nervios que salen del sistema
nervioso central que se extienden a todas las partes del cuerpo (los nervios periféricos). El
sistema nervioso periférico proporciona al sistema nervioso central la informacién sobre el
entorno externo e interno del cuerpo, y ejecuta comandos motores generados en el

encéfalo y médula espinal (Kandel et al., 2013).

1.1.1 Las fibras nerviosas periféricas
Los nervios periféricos estan sometidos a gran estrés mecanico por lo que contienen
grandes cantidades de tejido conectivo denso distribuido en tres capas llamadas endoneuro,
perineuro y epineuro (Fig. 1). El epineuro es la capa mas gruesa y externa formada de
colageno, recubre todo el nervio periférico y une en un solo haz a los troncos nerviosos uni
o multifasciculares. El perineuro protege a las fibras nerviosas de células y moléculas
indeseables y rodea a los axones que se agrupan en fasciculos y al endoneuro o tejido

conjuntivo intrafascicular. El endoneuro es una matriz rica en coldgeno que contiene
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fibroblastos, vasos sanguineos y algunos macréfagos (Belin et al., 2017; Geuna et al., 2009;

Pavelka and Roth, 2015).
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Figura 1. Capas del nervio periférico. Capas del nervio periférico epineuro, perineuro y
endoneuro (adaptado de Gerber et al., 2021 en Segura-Anaya, 2022).

1.1.2 La mielina

Las fibras nerviosas son prolongaciones largas y delgadas de las neuronas (cilindro
axonico, axdn) con una membrana circundante. Los axones consisten en el neuroplasma o
axoplasma que esta envuelto por el axolema o plasmalema . El axoplasma esta constituido
por neurotubulos, neurofilamentos, mitocondrias y reticulo endopldsmico liso cuyas
membranas se orientan longitudinalmente. Las células de Schwann (SCs; células gliales
periféricas) envuelven el axén y forman una cubierta aislante conocida como vaina de
Schwann, también llamado neurilema, que incluye a la mielina (Kiihnel, 2003). En el sistema

nervioso central, que comprende el cerebro y la médula espinal, las células gliales llamadas
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oligodendrocitos, forman la mielina alrededor de los axones, por lo que no existe una vaina

de Schwann ni neurilema.

Los nervios periféricos se componen de fibras nerviosas que, anatémicamente, se dividen
en fibras mielinizadas y amielinicas (Fig. 2). Las fibras nerviosas que carecen de mielina
presentan impulsos nerviosos continuos que son mas lentos que los de los nervios
mielinizados. La estructura de la fibra amielinica estda compuesta por varios axones
envueltos, como grupo, por una SC que no forma mielina, llamada, también, célula Remak.
Los axones no mielinizados incluyen la mayoria de los axones posganglionares de los
ganglios auténomos (Geuna et al., 2009; Pavelka and Roth, 2015). Las fibras mielinizadas
estan disefiadas para la conduccién de potenciales de accion mas rapidos y eficientes. La
estructura de la fibra mielinica consiste en un solo axén que es envuelto individualmente
por la SC, la cual forma una vaina de mielina con su membrana celular alrededor del axén

(Geuna et al., 2009).

Remak-type
Schwann cell

Figura 2. Tipos de fibras nerviosas. Micrografia electrénica de transmisién del nervio ciatico que
muestra un axon mielinico y un grupo de axones amielinicos (flecha negra) rodeados por una célula
Remak (Nave and Werner, 2014).



La mielina estd compuesta de una sustancia grasa especializada que envuelve los axones
y actla como un aislante eléctrico, facilitando la conduccién rapida de los impulsos
nerviosos. Forma una estructura membranosa multilaminar producida a través de
modificaciones estructurales y bioquimicas de la membrana plasmatica de las SCs (Nave and
Werner, 2014; Thetiot et al., 2018). Existen espacios sin mielina a intervalos regulares a lo
largo de los axones periféricos mielinizados llamados nodos o nddulos de Ranvier. Estos
nodos permiten la conduccién saltatoria de impulsos, que significa el salto de los impulsos
de nodo a nodo, resultando mds rapido y energéticamente mas beneficioso que la
conduccién continua. Ademads de ayudar a la correcta propagacion del impulso nervioso, la
mielina brinda una barrera impermeable a ciertos iones y biomoléculas en determinadas
regiones celulares, donde esta se encuentra mas compacta (Hartline, 2008; Pavelka and
Roth, 2015).

La mielina puede ser compacta o no compacta. La mielina no compacta proporciona
continuidad citoplasmica entre las SCs y varias regiones del internodo. Mientras que la
mayoria de la mielina internodo es mielina compacta, la cual aparece como una estructura
laminar de lineas claras (lineas intraperiodo) alternadas con oscuras (lineas densas
mayores), que se disponen en espiral alrededor del axén. La mejor visualizacién de esta
ultraestructura se obtiene con el microscopio electrénico. La mielina compacta es un
proceso o vaina celular espiralada que contiene dos membranas plasmaticas en ausencia de
citoplasma (Nave and Werner, 2014; Trapp and Kidd, 2004).

El proceso de la formacién de la espiral alrededor del axon se esquematiza en la Fig. 3B,

y la compactacion en la Fig. 3C. En la representacion de la compactacion las membranas
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extracelulares (lineas rojas) llamadas lineas intraperiodo (IPL) son separadas por 2.5 nm en
el sistema nervioso periférico, y las regiones citoplasmaticas aparecen fusionadas formando
las lineas densas mayores (MDL; Fig. 3D). La mayor funcion de la mielina compacta es el

aislamiento y la funcién principal de sus moléculas parece ser la adhesién (Trapp and Kidd,

2004).
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Figura 3. Representacion esquematica de la mielina compacta. A) Mielina compacta vista como un
proceso celular con proteinas especificas. B) Este proceso crece de forma espiralada alrededor del
axon. C) Durante la compactacidn, el citoplasma (verde) es excluido. D) Las membranas
citoplasmaticas (verde oscuro) se fusionan para formar las lineas densas mayores (MDL), mientras
gue las extracelulares (rojo) se disponen una cerca de otra para formar las lineas intraperiodo (IPL;
modificado de Trapp and Kidd, 2004)

La mielina se ha estudiado ampliamente por microscopia fotdnica y electrdnica, donde
cada técnica aporta diferente informacion para obtener una descripcion detallada acerca de

su estructura, funcidon y composicion.



1.2 Microscopia electronica de transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM) se basa en los principios de la
microscopia fotdnica, con la diferencia de que usa haces de electrones en vez de energia
luminosay lentes electromagnéticas en vez de lentes 6pticas. El haz de electrones interactia
con la muestra y aquellos electrones que incidan con estructuras con mayor densidad (dada
por el contraste con metales pesados) se reflejan o absorben sin llegar a una pantalla
fluorescente observdndose como puntos oscuros. Mientras que los electrones que
interactlan con estructuras de escasa o nula densidad atraviesan la muestra llegando a
estimular las particulas de la pantalla fluorescente observandose como lugares luminosos.
Con lo anterior se forma la imagen, que consta de zonas electrén ldcidas (iluminadas) o

electrén densas (oscuras; Montalvo-Arenas, 2010).

La TEM es una técnica indispensable en el analisis de la estructura de cualquier tipo de
material. Esta técnica ha evolucionado el conocimiento de la ultraestructura de las células 'y
los tejidos, la determinacidn de procesos e interacciones como la relaciéon funcidn-
estructura, entre otros. Para la observacién de las muestras bioldgicas por TEM
convencional es necesario que las muestras se fijen, para preservar la ultraestructura; se
deshidraten, pues las moléculas de agua interfieren con el haz de electrones y con el vacio
de la cdmara donde se encuentra la muestra; se incluyen en resinas, para tener la estabilidad
suficiente para la observacidn al microscopio; y se contrasten, pues la mayor composicion
de las muestras bioldgicas son elementos de menor densidad y los electrones no interacttan
con estos atomos. Estas muestras se analizan por medio de secciones planas ultrafinas que

son atravesadas por el haz de electrones (Cortadellas et al., 2010; Mielariczyk et al., 2015).



1.2.1 Estudio de la mielina por TEM

El estudio de la mielina por TEM se ha enfocado, en general, en el analisis de la
descripcidn de la ultraestructura de los nervios. Dicho conocimiento se ha aplicado al
analisis de la funcion con relacidn a la estructura fisioldgica y patoldgica. Se describid la
ultraestructura de las fibras nerviosas periféricas en cortes longitudinales, donde se
observan diferentes componentes microscépicos, se enfatizan los nodos de Ranvier y la zona
paranodal, que es el area lateral a los nodos donde las membranas apiladas de la SC se
ensanchan y extienden, en esta area los extremos de los procesos del plasmalema de las

SCs se unen al axolema (Fig. 4; Kiihnel, 2003).

Figura 4. Vista longitudinal de la ultraestructura de las fibras nerviosas periféricas. Micrografia
electrénica de transmisidon de corte longitudinal donde se observan la ultraestructura caracteristica
de las fibras nerviosas. (1) Axdn (axoplasma); (2) Neurofilamentos; (3) Mielina; (4) Plasmalema (pilas
de membrana de SCs); (5) Fibrillas de colageno; (6) Axolema. x23,000. (modificado de Kiihnel, 2003).
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Mientras que en la ultraestructura de las fibras nerviosas periféricas en corte transversal
observamos que las fibras no mielinizadas se encuentran envueltos por una SC, que forma
pliegues que contienen a los axones. En algunas areas, la parte plegada del plasmalema de
células de Schwann esta conectada a otras partes del plasmalema a través de mesaxones.
En el axolema encontramos reticulo endoplasmico liso, mitocondrias, neurotubulos vy
neurofilamentos, pero no hay complejos de Golgi ni reticulo endopldsmico rugoso. Entre las

fibras nerviosas encontramos fibrilla de colageno del endoneuro (Fig. 5; Kiihnel, 2003).
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Figura 5. Vista transversal de la ultraestructura de fibras nerviosas. Micrografia electrénica con
TEM de corte transversal donde se observan la ultraestructura caracteristica de las fibras nerviosas.
(1) Axdn mielinizado (axoplasma) con neurotubulos, neurofilamentos y mitocondrias; (2) citoplasma
de la SC; (3) Nucleo de la SC; (4) axdn amielinico con neurotubulos, neurofilamentos y mitocondrias;
(5) membrana basal; (6) axdn invaginado incompletamente; (7) mesaxdn; (8) fibrillas de colageno
(endoneuro); (9) proceso citoplasmatico de una célula endoneural; (10) plasmalema de la SC.
X19,000. (modificado de Kiihnel, 2003).

La TEM también se ha enfocado en el anadlisis de la ultraestructura de la mielina que

consiste en capas envueltas en espiral de la membrana plasmadtica de las SCs (Fig. 6).

Figura 6. Ultraestructura de la mielina. Micrografia electronica de transmision donde se observa la
ultraestructura caracteristica de las superficies externas compactadas de mielina que se ven como
lineas densas intraperiodo alternadas con las superficies citoplasmaticas internas compactadas
correspondientes a las lineas densas principales (modificado de Geuna et al., 2009).

Ademas, estudios en TEM mostraron detalles como que las células perineurales estan

interconectadas por uniones estrechas y forman un tubo celular alrededor de los fasciculos
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nerviosos; también mostraron la relacion de las SCs con los nervios, la ultraestructura de los
nodos de Ranvier (Fig. 7), de las cisuras de Schmidt Lanterman y de las capas del nervio
periférico, entre otras estructuras (Fig. 8; Alvarez-Leefmans et al., 2021; Inokuchi et al.,

1991).
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Figura 7. Ultraestructura de un nodo de Ranvier. Micrografia electrénica de transmisidon donde se
observan las caracteristicas ultraestructurales del nodo de Ranvier de un nervio del ganglio de la
raiz dorsal. En el nodo, el axdn estd cubierto por protuberancias citoplasmaticas similares a
microvellosidades de la célula de Schwann. En la regién paranodal, bolsas de citoplasma de células
de Schwann que surgen de la abertura de la linea densa principal rodean el axon. Barra = 1um.
(Alvarez-Leefmans et al., 2021).

Figura 8. Ultraestructura del
perineuro. Micrografia
electrénica de transmision
donde se observan los
procesos citoplasmicos
delgados de las células
perineurales (Pe) que estan
interconectados con uniones
estrechas (flechas). BL:
Lamina basal. x12,000.
(modificado de Inokuchi et al.,
1991).
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1.3 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM) usa una fuente de electrones y lentes
electromagnéticas, como la técnica de TEM, pero los electrones “barren o escanean” la
superficie de la muestra con la que interactian. De esta interaccidn los electrones son
reflejados o se generan otro tipo de electrones que salen de la muestra, ambos tipos se
dirigen a los detectores que interpretan esta sefial formando una imagen (Montalvo-Arenas,

2010).

La SEM utiliza un haz de electrones para, principalmente, obtener informacién
estructural y quimica punto por punto de una region de interés de la muestra. Por lo
anterior, las muestras, como para TEM, deben estar preparadas con el procesamiento
especifico para la conservacién de las caracteristicas morfoldgicas lo mds cercano a como se
encontraba en estado vivo y con las condiciones especificas para poder ser observadas en

el microscopio electrénico (Mehdizadeh et al., 2014).

1.3.1 Estudio de la mielina por SEM
Con SEM se ha estudiado, por ejemplo, la estructura superficial y tridimensional de las
fibras mielinizadas y la estructura de los nodos de Ranvier (Fig. 9). Ademas, estudios
mostraron la estructura tridimensional de las capas que componen a los nervios periféricos
(Fig. 10), entre otras estructuras especificas (Geuna et al., 2009; Inokuchi et al., 1991; Ushiki

and Ide, 1987).
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Figura 9. Fibras mielinizadas con SEM. Micrografia electrdénica de barrido donde se observan fibras
nerviosas con mielina. Se observa la presencia de constricciones anulares periddicas (flechas) que
corresponden a nodos de Ranvier. La protuberancia nuclear de la célula de Schwann (n) estd
presente cerca de la mitad de cada internodo. 720 x. (modificado de Ushiki and Ide, 1987).

Figura 10. Capas del nervio periférico
con SEM. Micrografia electrénica de
barrido donde se observan tres porciones
de los fasciculos nerviosos: 1) lamina de
células perineurales mds externa, 2)
[dmina de células perineurales interna y
3) endoneuro y fibras nerviosas. 550x
(Inokuchi et al., 1991)
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1.3.2 Microscopia electrdnica de transmision-barrido

La Microscopia electrénica de transmisidon-barrido (STEM) combina los principios de TEM
y SEM. Como en TEM, requiere muestras muy delgadas (ultrafinas) y detecta principalmente
los electrones transmitidos a través del espécimen. La ventaja respecto al TEM convencional
es que permite el uso de otras sefiales que no puede ser espacialmente correlacionados en
TEM (como electrones secundarios, retrodispersados, rayos X, entre otros). Como en SEM,
se desliza el haz de electrones a lo largo de la muestra. La principal ventaja respecto al SEM
convencional es la mejora en la resolucion espacial. Entonces, obtenemos imagenes por
STEM cuando el haz de electrones se enfoca con precisién en el plano de la muestra y se
traza a lo largo de la muestra, punto por punto, por lo que los electrones transmitidos se
cuentan para cada punto mediante una serie de detectores que recogen los electrones en

diferentes angulos de dispersion (Wolf et al., 2018).

1.4 Microscopia electronica con FIB-SEM

En biologia, la microscopia electréonica de transmisidn se basaba en obtener informacion
ultraestructural mediante la observacién de secciones planas ultrafinas bidimensionales con
lo que se inferia la estructura tridimensional a partir ellas. Cada seccién proporciona solo
una imagen instantdnea de una parte extremadamente pequefia de la celda, por lo que se
pasan por alto muchas cosas y se pueden hacer interpretaciones incorrectas. Para obtener
datos tridimensionales se utilizaba el seccionamiento serial por TEM, que tiene como
limitante la complejidad de la técnica para la obtencidn de imagenes y del largo tiempo que

se tarda en obtenerlas, pues requiere cortar un gran nimero de secciones ultrafinas en serie
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que se llevan al TEM como una serie completa e intacta, para, posteriormente, tomar una
imagen individual de cada seccidn y la consiguiente realineacion manual de las imagenes

(Leis, 2018; Webb and Schieber, 2018).

La tecnologia ha avanzado en términos de rendimiento y automatizacién con la
microscopia electrénica de barrido de volumen de una manera rdpiday eficiente. Las nuevas
técnicas para obtener imagenes tridimensionales (3D) permiten obtener informacién sobre
la estructura a nivel subcelular de muestras mds grades. Se utilizan técnicas de
nanotomografia por SEM que consiguen un barrido serial de la cara del bloque (estas
técnicas se realizan en muestras embebidas en resinas plasticas con preparacion similar a la
de TEM). Estas técnicas utilizan un microscopio electrénico de barrido con un dispositivo
para seccionar que corresponde a: 1) una cuchilla de diamante en un microtomo integrado
(microtome based Serial Block-Face SEM; SBF-SEM), que requiere de un SEM con presion

II'

variable o SEM “ambiental” (VP-SEM o ESEM, respectivamente), para hacer frente a la
desgasificacién de cada superficie de resina recién expuesta; o 2) un haz de iones enfocado
(focused ion beam; FIB-SEM) que se encuentra integrado a la cdmara donde se pone la
muestra. La ablacidn con un haz de iones enfocado requiere un instrumento FIB-SEM de
"doble haz" o "haz transversal". Este es un microscopio electronico de barrido (SEM) con
una columna de haz de iones instalada en un angulo fijo con respecto al caifidn de electrones
y una plataforma que, generalmente, se puede inclinar y girar para proporcionar la maxima

libertad de mover la muestra (que también se puede usar para la nanofabricacion). Con

ambas técnicas se obtienen imagenes secuenciales de la superficie de la muestra mediante
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SEM, después de eliminar el material mediante corte, con la cuchilla; o desbaste (milling),
con el haz de iones (Webb and Schieber, 2018).

Los microscopios FIB-SEM son microscopios electronicos de barrido (SEM) capaces de
tomar imagenes de alta resolucion. Con el FIB se puede eliminar rebanadas finas de material
del bloque después de tomar la imagen con el haz de electrones (Fig. 11), por lo que pueden
recopilar eficientemente grandes cantidades de imagenes consecutivas de un solo
espécimen con minima intervencién humana. Esta tecnologia es llamada microscopia
electrénica de barrido de volumen, pues consigue la visualizacidn 3D de sistemas biolégicos,
lo que permite una mejor comprension tanto de su estructura como de su funcién (Leis,

2018; O’Toole et al., 2018; Webb and Schieber, 2018).

Fresado/desbaste Toma de imagenes

Figura 11. Flujo de trabajo del FIB-SEM. Alterna entre el desbaste de una capa ultrafina de la
muestra y la toma de imagenes consecutivas (modificado de Webb and Schieber, 2018).

Hay varios factores a considerar para las técnicas microscopia electrdnica de barrido de
volumen. La interaccion entre el haz de electrones y la muestra lleva a una acumulacién de

cargas en la superficie de la muestra, que son perjudiciales para la calidad de la imagen. Con
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SEM, la muestra, siempre ha sufrido problemas de carga y se deben obtener imagenes con
voltajes bajos. Lo anterior es un factor que rara vez se considera al trabajar con TEM, donde
las secciones ultrafinas con poca masa se mantienen en una rejilla metalica altamente
conductora. Este problema se resuelve al recubrir la superficie de la muestra con algun
metal o aleacidn de metales (oro, paladio, platino, entre otros). En el caso especifico del FIB-
SEM, el dafio del haz puede provocar carga, distorsiones de imagen que forman lineas o
imagenes cambiantes, espesor de seccién desigual o secciéon deficiente que da como
resultado una superficie dafiada. Por otro lado, con el desbaste, el haz de iones introduce
iones de galio en la muestra y destruye su superficie. Estos iones de galio positivos reducen
el efecto de carga de las muestras bioldgicas y tienen un efecto similar al del gas en SEM de
presion variable para neutralizar la carga en la superficie de la muestra (Drobne et al., 2005;

Robertson et al., 2005; Webb and Schieber, 2018).

1.4.1 Estudio de la mielina por FIB-SEM

La literatura relacionada con el estudio de la mielina por medio FIB-SEM es escasa,
se ha usado, principalmente, para estudiar la organizacién estructural de los complejos glia-
axoén y mielina-axdn, y en la relacién espacial de las células y sus componentes en 3D para
estudiar grandes secciones de tejido en alta resolucidn, lo que permite el analisis
morfoldgico y cuantitativo de secciones de nervios completos y de caracteristicas especificas

de la melina en estos (Fig. 12, 13 y 14; Erwig et al., 2019; Steyer et al., 2020).
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Figura 12. Reconstruccion 3D de nervio dptico por FIB-SEM. Reconstruccion de volumen de tejido
de nervio 6ptico de ratones control (modificado de Steyer et al., 2022).

Figura 13. Reconstruccion 3D de una parte del volumen obtenido con FIB-SEM. Micrografias de
FIB-SEM vy reconstruccidn 3D de la membrana plasmatica de los segmentos axonales mielinizados
(A; azul) y las respectivas vainas de mielina (B; amarillo) del nervio éptico de ratones control (Erwig

et al., 2019).
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Figura 14. Reconstruccion 3D y segmentacién del volumen obtenido con FIB-SEM. Reconstruccién
3D de datos adquiridos con FIB-SEM de axones (amarillo) y mitocondrias axonales (azul) en nervio
Optico de ratones control (modificado de Steyer et al., 2020).
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2. RAZONAMIENTO CIENTIFICO

2.1 Planteamiento del problema

Las anomalias en la mielina pueden ser provocadas por diferentes medicamentos,
lesiones mecdnicas o por una variedad de patologias neuroldgicas, como la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, la esclerosis multiple, la
encefalomielitis alérgica experimental, dolor neuropatico patoldgico, entre otras (Cavaletti
et al., 1995; Duncan and Radcliff, 2016; Dyck et al., 1990; Fitzgerald et al., 1984; Liu et al.,
2019; McMurran et al., 2016). Por lo anterior, la mielina es una estructura importante en la
investigacion y es vital utilizar las distintas técnicas existentes en su estudio para obtener
diferente informacién.

La mielina se ha estudiado extensivamente con microscopia electrdnica por las técnicas
de TEM y SEM para ver caracteristicas ultraestructurales y superficiales. Sin embargo, la
informacidn con la técnica FIB-SEM aun es limitada.

Se han estandarizado protocolos especificos para cada técnica, lo que limita el uso de
una sola muestra dando como resultado mayor tiempo para obtener los resultados. Este
estudio desarrolla un protocolo simplificado de preparaciéon de muestras para que una sola
muestra pueda ser usada con la técnica de transmision y con la de FIB-SEM, obteniendo,
comparando y complementando la informacion de ambas técnicas con menos tiempo y

menos recursos.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general
El desarrollo metodolégico de una técnica simplificada de procesamiento de nervio cidtico

de rata que se pueda utilizar para TEM/STEM vy para FIB-SEM.

2.2.1 Objetivos especificos
o Estandarizar un protocolo de inclusion en el que la mielina se preserve adecuadamente
para observar la ultraestructura de ese tejido por TEM/STEM.
o Desarrollar un protocolo de trabajo para la técnica FIB-SEM en el microscopio
Crossbeam 550 de Zeiss.
o Determinar la eficacia del uso de la técnica FIB-SEM para el estudio del nervio cidtico.
o Determinar la eficiencia de obtener una muestra que se pueda usar para las 2 técnicas

de microscopia electrénica.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas macho (350 a 450 g de peso) de la cepa Wistar procedentes del bioterio
del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Muiiiz (INPRFM), Ciudad de
México. Todos los animales estuvieron en cajas de pldstico y se mantuvieron bajo
condiciones controladas de laboratorio en un ciclo de luz:obscuridad (12:12 horas),

temperatura controlada y con libre acceso a agua y alimento (rat chow estandar).

Todos los experimentos se hicieron de acuerdo con las guias de los Institutos Nacionales
de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio y con la aprobacién del Comité

de Etica y el Comité de Investigacion del INPRFM (proyecto NC.143290.0).

3.2 Protocolo base para la preparacion de muestras

Las muestras biolégicas para transmisidon y para FIB-SEM tienen una preparacion similar
y se encuentran embebidas en resinas, es por esto que se proponemos utilizar una sola
muestra para ambas técnicas.

Para la técnica de FIB-SEM entra el bloque completo al microscopio electrénico, por lo
gue los contrastes necesarios deben estar en la muestra previo a la inclusién (contrastes en
bloc). Ademas, con la técnica FIB-SEM se pierde parte de la muestra por el desbaste (milling),
por lo que se deben obtener cortes ultrafinos primero y posteriormente obtener las

imagenes con FIB-SEM.
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El protocolo base usado para esta técnica esta basado en el que describen Merchant-

Larios et al. (2023) realizado en el Departamento de Biologia Celular y Fisiologia en el

Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México

(UNAM), a cargo del Dr. Horacio Merchant Larios.

Se utilizo el siguiente protocolo base:

O

Todos los animales se sacrificaron previa anestesia con pentobarbital sédico (63
mg/kg peso).

Perfusion con solucidén salina (NaCl 0.9%), seguida por el fijador de Karnovsky
(glutaraldehido 2.5%, paraformaldehido 2% en buffer de cacodilatos 0.1 M, pH 7.2).
Diseccion del tejido.

Lavados con buffer de cacodilato de sodio 0.1M pH7.3 3 x 15 min

Postfijacidon con OsO4 al 1% en agua MilliQ 2 horas

Lavados con buffer de cacodilato de sodio 2 x 15 min

Deshidratacion con acetona:

e Al25% 1x 15 min
e AlI50% 1x 15 min
o Al75% 1x 15 min
e Al95% 1 x 15 min
Banos en Acetona al 100% 3 x 15 min c/u.

Sol. saturada de Acetato de Uranilo en acetona  overnight
Bafios en Acetona al 100% 2 x 15 min

Sol. saturada de acetato de plomo en acetona x 2 horas



o Bafos en Acetona al 100%

o Preparacion de resina EMBED-812

Mezcla A: 50 ml (DDSA=30ml/Epon 812=20ml).
Mezcla B: 50ml (NMA=23ml/Epon 812=27ml).
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2 x 15 min

Hard
Mezcla A. 3 ml
Mezcla B. 7 ml
DMP30 0.2 ml

Proporcién para preparar el Epon Puro para la inclusion:

o Infiltracidn gradual con resina
e EPON +acetona 100% 1:2 durante
e EPON +acetona 100% 1:1 durante
e EPON +acetona 100% 2:1 durante
e EPON

o Incluir en moldes con EPON y polimerizar

o Se obtienen los bloques polimerizados

x 1 hora
x 1 hora
Overnight
Overnight

X 24 horas a 60°C

o Tallado de la pirdmide, obtencién de cortes semifinos, que se tifien con azul de

toluidina; y de cortes ultrafinos, que se montan en rejillas con formvar para observar

con TEM o STEM

o Recubrimiento metdlico del bloque para procesar por FIB-SEM (oro, platino, paladio,

entre otros).

3.3 Microscopios utilizados para este proyecto

Las primeras 2 imagenes de transmisidn se obtuvieron en un microscopio electrénico de

transmisién Jeol 1010 (que se encuentra en el Departamento de Biologia Celular y Fisiologia
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en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM). El resto del estudio se llevo a
cabo con un microscopio Zeiss Crossbeam 550 que se encuentra en el Departamento de
Neuromorfologia Funcional de la Direccién de Investigaciones en Neurociencias del
INPRFM.

El microscopio FIB-SEM ZEISS Crossbeam 550 instrument (Zeiss Group, Oberkochen,
Germany) es un microscopio electrénico de barrido de emisidon de campo de alta resolucion
(columna SEM Gemini Il), que cuenta con una fuente de iones (FIB) de galio, un detector de
electrones transmitidos (para STEM) y un sistema de inyeccidn de gas para deposiciones de

platino (GIS; Fig. 15).

B
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Figura 15. Microscopio electronico Crossbeam 550 de Zeiss. A) imagen del microscopio Crossbeam
550 de la marca Zeiss. B) Esquema de la camara del microscopio con la columna del haz de
electrones para la microscopia de barrido (SEM) y la del haz de iones de galio (FIB) en relacién con

la muestra, que debe estar inclinada a 54° permitiendo que la superficie de interés sea paralela al
plano del haz de iones y en angulo (54°) con respecto al haz de electrones.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Primer procesamiento de muestras

Inicialmente se procesan 2 ratas (R1y R2) con el protocolo base descrito en el punto 3.2
Protocolo de preparacion de muestras. La fijacion de los animales se hace por perfusion, se
hace un lavado previo con solucién salina por 3 a 5 min (hasta que queda totalmente limpia
de sangre) y se procede a pasar el fijador por el tiempo necesario hasta que el animal quede
totalmente fijado. Posteriormente, se disecan los nervios cidticos de cada animal (se
obtienen otros tejidos como cerebro y rifiones) y se cortan en pedazos menores de 1 mm?3
que son los que se procesan. El resto de la técnica se siguié de la manera descrita en el
protocolo base. Las soluciones para la perfusién y las resinas se prepararon el dia de uso y
las soluciones de los contrastes se prepararon un dia previo. Finalmente se obtienen 3
bloques de cada animal, de los cuales se utilizan uno de R1 y uno de R2.

Del bloque R1 obtuve cortes ultrafinos de 60 nm e imagenes de estos por TEM (Fig. 16;
obtenidos en el Dpto. de Biologia Celular y Fisiologia en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM, con un equipo TEM Jeol 1010). Del bloque R2 obtuve cortes
ultrafinos (60-70 nm de grosor) e imagenes de estos por STEM (Fig. 17; obtenidas en el Dpto.
de Neuromorfologia Funcional del INPRFM con un Crossbeam 550 de Zeiss).

Posteriormente, el bloque R2 se recubrié con oro (en la Unidad de Microscopia de la
Facultad de Medicina de la UNAM) y se obtuvieron imagenes con FIB-SEM (Fig. 18 y 19;

obtenidas con el Crossbeam 550 de Zeiss).
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Figura 16. TEM - nervio ciatico del bloque R1. Micrografias electrénicas de transmisidon de un corte transversal de nervio ciatico que muestran (A
y B) axones mielinicos con un patrén de puntilleo (flechas), probablemente por sedimentos de contraste; mitocondrias hinchadas (* negro); dentro
de la mielina se observan areas multifocales de contenido pdlido, probablemente, porque no penetrd bien la resina (*); no se diferencian las
[dminas de mielina, se ve como una sola estructura; nucleo de una célula de Schwann (n; en B). Barras = 500 nm.
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lpm f——— Signal A Mag= 9.00KX

Figura 17. STEM - nervio ciatico del bloque R2. Micrografia electrénica de transmision de un corte transversal de nervio cidtico que muestran
axones mielinicos y grupos de axones amielinicos (A). Se observan mitocondrias hinchadas (*); dentro de la mielina se observan adreas multifocales
de contenido palido, probablemente, porque no penetré bien la resina (*). Tampoco se diferencian las ldminas de mielina, se ve como una sola
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Figura 18. FIB-SEM baja resolucidn - nervio ciatico del bloque R2. Micrografia electronica de baja resolucidn de corte transversal de nervio ciatico
obtenida con SEM después de un desbaste con FIB. Se observan axones mielinizados y grupos de axones amielinicos (A) con poco contraste; no
se diferencian las ldminas de mielina, pues se observa como una sola estructura; también se observan algunos nucleos de células de Schwann n).

Barra =10 um.
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-

Figura 19. FIB-SEM - nervio ciatico del bloque R2. Micrografia electrénica de corte transversal de nervio cidtico obtenida con SEM después de un
desbaste con FIB. Se observan axones mielinicos con mitocondrias que no estan bien definidas (flechas); agujeros en uno de los axones,
probablemente, porque no penetrd bien la resina (*); no se diferencian las ldaminas de mielina, se ve como una sola estructura; se observa un
grupo de axones amielinicos (A); no se ven los limites de las células de Schwann probablemente por el pobre contraste. Barra = 1.5 um.
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En las imagenes representativas de transmision (TEM y STEM) y de FIB-SEM se observa
gue no se encuentra preservada la mielina, ya que no se observa la estructura multilaminar
caracteristica, en cambio se ve como una estructura completa.

En TEM/STEM se observa la interrupcion no fisioldgica de la mielina que se presenta
como dareas multifocales de punteado irregular y palido dentro de las vainas de mielina por
una mala penetracion de la resina, probablemente, por una fijacién inadecuada (Pardo et
al., 2019). La fijacidn por perfusiéon puede retrasarse por el tiempo de limpieza con la
solucidn salina, lo que provoca una alteracién en la estructura por autdlisis. Por otro lado,
la fijacién quimica produce entrecruzamiento (cross-linking) de proteinas, que es la
conexion de cadenas macromoleculares mediante la creacion de puentes o enlaces
quimicos con un compuesto exdgeno (el fijador), proceso que por si mismo produce
artefactos pero es indispensable para llevar a cabo la deshidratacion, por lo que si la fijacion
es inadecuada, la deshidratacién puede dafar estructuras lipidicas (que son mas sensibles
a sustancias como la acetona). En el caso de la mielina, que consiste en una serie de
membranas ricas en lipidos, puede provocar una discontinuidad de la estructura. Lo anterior
termina por afectar todo el procesamiento de la muestra y concluir en una mala penetracion
de la resina en la estructura dafiada (Ayache et al., 2010).

También observamos un patron de puntilleo negro que puede corresponder a residuos,
gue son depdsitos de materia extrinseca a la muestra, normalmente se producen por
adiciones quimicas durante la preparacion de la muestra, como por las soluciones de

metales usadas para el contraste. Otra posibilidad es que sean residuos provocados por
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contaminacion de las soluciones y/o de la muestra, que resulta en depdsitos de suciedad
(Ayache et al., 2010).

Los problemas comentados en los parrafos anteriores estan directamente relacionados
con el tener problemas al enfocar y a la dificultad para obtener imagenes con aumentos

mayores a 9,000 X, a pesar de que los cortes ultrafinos son del orden de 60 nm.

4.2 Segundo procesamiento de muestras

Se hacen modificaciones al protocolo base en el procesamiento de una nueva rata (R3).
Primero me enfoco en un fijacion mas rdpida y efectiva. El lavado con solucién salina se hace
en menor tiempo (el animal si queda limpio de sangre). Posteriormente, se hace la perfusion
con fijador hasta que la rata queda totalmente fijada. Ademads, se preparan nuevas
soluciones para todo el proceso, cuidando, principalmente, la limpieza. El resto de la técnica
se siguié de la manera descrita en el punto 3.2 Protocolo de preparacion de muestras,
resultando en 2 bloques de resina.

Obtengo cortes ultrafinos (60-70 nm de espesor) de uno de los bloques de la R3 y

obtengo imagenes de estos por STEM (Fig. 20 y 21).
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| ! Signal A = aSTEM4 A Mag= 1667KX

Figura 20. STEM - nervio ciatico del bloque R3. Micrografia electrénica de transmisién de un corte transversal de nervio cidtico que muestran
axones mielinizados y amielinicos (A). Se observan mitocondrias mejor conservadas (* negro); dentro de la mielina aun se observan areas
multifocales de contenido palido porque no penetrd bien la resina (). No se diferencia claramente la estructura multilaminar de la mielina. El
contraste se observa mejor en general, pues se aprecian con mdas detalle los limites de las membranas de las SCs y estructuras como
neurofilamentos y neurotibulos en todos los axones.
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100 nm —— Signal A = aSTEM4 A Mag= 6507KX

Figura 21. STEM - magnificacion de nervio ciatico del bloque R3. Micrografia electrénica de transmisién de un corte transversal de nervio ciatico
gue muestra la magnificacidén de un axén mielinizado, donde se observa un area con puntilleo oscuro (* blanco), que parecen ser sedimentos por
el contraste o suciedad acumulada por un mal procesamiento. El contraste se observa mejor en general.
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Las imdgenes representativas de STEM del bloque de R3 se observan con mejor contraste
en general. Ademas, se observa mejoria en la conservacion de la mielina, pero sigue sin
observarse su ultraestructura multilaminar caracteristica. También se logra llegar a mayores
aumentos (65,000 X) con una buena resolucion.

Con lo anterior concluimos que los cambios realizados para mejorar la fijacién
funcionaron, pero no es suficiente. El patrén de puntilleo persiste en algunas areas, por lo
gue se haran nuevas soluciones de contraste, donde se utilizardn reactivos nuevos y se
aumentaran las medidas de limpieza. Se tendrda mas cuidado con la limpieza del
procesamiento en general.

Ninguno de estos bloques se recubre con metales, pues se prefiere esperar a que los

resultados con transmisién sean mejores para procesar para FIB-SEM.

4.3 Tercer procesamiento de muestras

Se hacen nuevas modificaciones al protocolo base al procesar 2 ratas mas (R4 y R5). Para
perfeccionar la fijacidén se hace auin mas rapida la primera perfusién con solucién salina, con
2 min como maximo (garantizando que la solucién salina ha pasado por todo el cuerpo del
animal y este se encuentra suficientemente limpio de sangre), inmediatamente después se
pasa el fijador (que logra la fijacion del animal completo). Con lo anterior se busca la
reduccion del tiempo de cese de la vida del animal y la fijacién quimica.

Se obtienen los nervios ciaticos bilaterales de los animales (se obtienen otros tejidos
como cerebro y rifiones), se cortan los nervios cidticos en pedazos menores de 1 mm?3 que

se dejan en el fijador por una noche (al siguiente dia se continua la técnica).
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Para evitar los posibles sedimentos por el contraste, se preparan nuevas soluciones de
uranilo y plomo (un dia previo a su uso) con nuevos reactivos y con mayor cuidado en la
limpieza durante su elaboracion, ademas, el dia de uso se centrifugan a 12,000 rpm por 10
min. Se agrega 1 bafo extra con acetona al 100% posterior a cada contraste. Las soluciones
de perfusidn y las resinas se preparan el dia de uso. El resto del protocolo se sigue como se
encuentra descrito en el protocolo base extremando la limpieza de todo el proceso.

Se obtuvieron 3 nuevos bloques de nervio cidtico de cada rata (los bloques se nombran
R4-1, R4-2, R4-3 y R5-1, R5-2, R5-3). Obtengo cortes ultrafinos de 60 nm de espesor, e
imagenes de STEM de los bloques R4-1 (Fig. 22), R4-2 (Fig. 23), R5-1(Fig. 24) y R5-3 (Fig. 25).

Posteriormente, el bloque R4-2 se recubre con una capa fina de la mezcla paladio/platino
en el Laboratorio de Microscopia Electrénica del Departamento de Biologia Celular y Tisular
de la Facultad de Medicina, UNAM, por el profesor Armando Zepeda. El bloque recubierto
se utiliza para la técnica FIB-SEM, con la que obtengo imagenes (Fig. 26 y 27) con el detector

de electrones secundarios SE2.
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Signal A = aSTEM4 A Mag= 8154 KX

Figura 22. STEM - mielina del bloque R4-1. Micrografia electrénica de transmisién de un corte
transversal de nervio cidtico obtenida con STEM. Se observa la ultraestructura caracteristica de la
mielina compactada que recubre a un axdn donde se aprecian las lineas densas mayores. Se
observan las particulas de anclaje como un patrdn de puntilleo electrodenso sobre la mielina (flechas
blancas). Ademas, se observan claramente las demdas membranas limitando los diferentes espacios
celulares.
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100 nm ——————f ' Signal A=aSTEM4 A  Mag= 133.32 KX

Figura 23. STEM — nervio amileinico del bloque R4-2. Micrografia electréonica de transmisidn de un corte transversal de nervio cidtico obtenida con
STEM. Se observa un contraste adecuado de las membranas de los nervios amielinicos (flechas negras), de los neurotibulos y neurofilamentos (que
se encuentran ampliamente distribuidos dentro de los nervios) y de la membrana de las mitocondrias (* blanco).
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-
| 100 nm F———
Figura 24. STEM - mielina del bloque R5-1. Micrografia electrénica de transmisidén de un corte transversal de nervio cidtico obtenida con STEM a
una magnificacion de 145,750 X. Se observa la ultraestructura normal de la mielina: compactada, con lineas densas mayores y particulas de anclaje

(flechas blancas).

Signal A = aSTEM4 A

Mag = 14575 K X



-39-

il

100 nm  ——i Signal A=aSTEM4A  Mag= 8526KX

Figura 25. STEM - mitocondria en nervio amielinico del bloque R5-3. Micrografia electrénica de transmisidon de un corte transversal de nervio
cidtico obtenida con STEM. Se observa un contraste adecuado de las membranas de los nervios amielinicos (flecha), de los neurotubulos y
neurofilamentos, y de las membranas externa e interna de la mitocondria (*).
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e

1 o f————i Signal A=SE2  Mag= 1018KX

Figura 26. FIB-SEM - nervio ciatico del bloque R4-2. Micrografia electrénica de corte transversal de nervio cidtico obtenida con FIB-SEM. Se
observan las particulas de anclaje de la mielina (flechas blancas), pero no se distingue claramente la ultraestructura multilaminar de la misma. En
general se ve bajo el contraste, por lo que no se ven claramente las mitocondrias (*), los neurotubulos y neurofilamentos dentro del nervios, ni
las membranas de las SCs que rodean a los nervios mielinicos. Area dafiada por la carga de los electrones (cuadro rojo).
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(400 nm ——— ' Signal A = SE2 214K X

Figura 27. FIB-SEM - mielina del bloque R4-2. Micrografia electronica de corte transversal de nervio cidtico obtenida con FIB-SEM. Se observan
las particulas de anclaje de la mielina, pero no se observa claramente la estructura multilaminar. En el area externa del borde de la mielina se
observa un puntilleo (flechas), podria ser porque la imagen es de barrido y son imagenes de planos mas profundos o porque los sedimentos
persisten. Se observan las crestas de una mitocondria (*) y los neurotubulos y neurofilamentos dentro del nervios.
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En las Ultimas imagenes representativas de STEM se observa el tejido mejor conservado,
pues se ve claramente la ultraestructura caracteristica de la mielina: compactada, con lineas
densas mayores intercaladas con las intraperiodo y particulas de anclaje (Liu et al., 2019). El
contraste es adecuado, pues se ven claramente las membranas de los nervios vy
mictocondrias, y los neurotibulos y neurofilamentos. No se observan sedimentos, el tejido
se encuentra limpio. Ademas, se logré obtener una resolucidn suficiente a mayores
aumentos, llegando hasta 145,750 X.

Durante la obtencion de cortes ultrafinos para STEM encontramos que, al tener el
contraste (metales pesados) en bloc se dafian con mayor facilidad las cuchillas de vidrio y
de diamante. Por lo anterior, una limitacién de este protocolo es la cantidad y costo de las
cuchillas. Asimismo, el uso del contraste en bloc hace que se gasten mas reactivos al tener
que poner en inmersién las muestras. Sin embargo, hace que sea mds rapido cuando se
procesan mas muestras al mismo tiempo y se pueden procesar diferentes tipos de tejidos
en la misma solucién de contraste.

En las imagenes representativas de FIB-SEM observamos mas detalles en el tejido en
general, con la posibilidad de llegar a mayores aumentos también, obteniendo una buena
resolucidn a 21,740 X en barrido. Observamos que el contraste no se ve tan bien como con
microscopia electrénica de transmision, pero es suficiente para distinguir membranas (tanto
de SCs como de mitocondrias), asi como neurotubulos y neurofilamentos.

En cuanto a la ultraestructura de la mielina observamos las particulas de anclaje y que
estd compactada, pero no se observan claramente las lineas densas mayores intercaladas

con las intraperiodo. Esto ultimo puede ser porque la técnica aln necesita mejoras o por ser
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imagenes de barrido. Por la escasa cantidad de estudios sobre mielina con FIB-SEM no es
posible comparar estos resultados, pues los estudios se enfocan a la estructura 3D
(nanotomografia) de la fibra nerviosa y no utilizan mayores aumentos para detalles de la
ultraestructura.

El uso del microscopio electrénico implica la interaccion del haz de electrones con la
muestra. Esta interaccion irradia la muestra lo que produce calor por acimulo de cargas. Si
la irradiacidn es continua, puede resultar en cambios fisicos, quimicos o en la destruccién
de la muestra (Ayache et al., 2010). Lo anterior explica el drea dafiada que se observa en la
Fig. 26 (cuadro rojo), donde dicha drea se usé, durante un momento, exclusivamente para
enfocar, produciendo un dafio en la superficie. Quedando como aprendizaje que, para
enfocar sin cambiar la dosis de electrones recibidos o el voltaje de aceleracion, se debe usar

un area cercana pero fuera del drea de interés (ROI) donde se tomara la imagen.

4.4 Protocolo final para la preparacion de muestras

El protocolo base queda de la siguiente manera con los ultimos cambios:

o Perfusidn con solucién salina (NaCl 0.9%) durante maximo 2 min. (que la solucidn
pase por todo el animal y limpie la mayoria de la sangre), seguida por el fijador de
Karnovsky (glutaraldehido 2.5%, paraformaldehido 2% en buffer de cacodilatos 0.1
M, pH 7.2) hasta que el animal quede completamente fijado.

*Ambas soluciones de perfusion se preparan el dia de uso.
o Se obtiene el tejido, se corta del tamafio en el que serd procesado (1 mm3) y se deja

en el fijador Karnovsky por una noche.
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Lavados con buffer de cacodilato de sodio 0.1M pH7.3 3 x 15 min
Postfijacion con Os04 1% en agua MilliQ 2 horas
Lavados con buffer de cacodilato de sodio 2 x 15 min

Deshidratacion con acetona:

e Al25% 1x15 min

e AlI50% 1x 15 min

e Al75% 1x15 min

o Al95% 1 x 15 min
Bafios en Acetona al 100% 3 x 15 min c/u.
Sol. saturada de Acetato de Uranilo en acetona overnight

*Solucion reparada 1 dia previo y justo antes a su uso se centrifuga a 12,000 rpm

por 10 min.
Bafios en Acetona al 100% 3 x 15 min
Sol. saturada de acetato de plomo en acetona x 2 horas / TA

* Solucién reparada 1 dia previo y justo antes a su uso se centrifuga a 12,000 rpm
por 10 min.
Bafios en Acetona al 100% 3 x 15 min

Preparacion de resina EMBED-812

Mezcla A: 50 ml (DDSA=30ml/Epon 812=20ml).
Mezcla B: 50ml (NMA=23ml/Epon 812=27ml).

Proporcion para preparar el Epon Puro para la inclusion:

Hard
Mezcla A. 3 ml
Mezcla B. 7 ml

DMP30 0.2 ml
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o Infiltracion gradual con resina

e EPON : acetona 100% (1:2) x 1 hora
e EPON : acetona 100% (1:1) x 1 hora
e EPON : acetona 100% (2:1) Overnight
e EPON Overnight
o Incluir en moldes con EPON y polimerizar X 24 horas a 60°C

o Obtenemos los bloques polimerizados

o Tallado de la pirdmide, obtencién de cortes semifinos, que se tifien con azul de
toluidina; y de cortes ultrafinos, que se montan en rejillas con formvar para observar
con STEM

o Preparacion del bloque para la técnica de FIB-SEM

4.5 Protocolo de trabajo para la técnica FIB-SEM

Para la técnica de FIB-SEM se siguieron las recomendaciones dadas por la compafiia Zeiss,
el dia de la instalacidn, sobre los programas con los que cuenta el microscopio.
Posteriormente se hicieron diversas pruebas con las muestras para este protocolo.

El protocolo que se uso para la obtencién de imagenes con la técnica FIB-SEM es para el
microscopio Crossbeam 550 de Zeiss que se encuentra en el Departamento de
Neuromorfologia Funcional de la Direccién de Investigaciones en Neurociencias del INPRFM.
En este protocolo se usan los programas SmartSEM (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Oberkochen, Germany; nativo del microscopio Zeiss) para la alineacién del bloque y para la

toma de imdagenes con SEM, y el programa Atlas Engine (Fibics incorporated, Ottawa,



-46 -

Canada; compra de la licencia con Zeiss) para el procesamiento con FIB-SEM y la toma de

imagenes de SEM.

4.5.1 Descripcion del protocolo

Posterior a la obtencién de cortes semifinos y ultrafinos para transmisidn, el bloque se
corta (ej. con un alicate para cortar o una navaja) para obtener un bloque con una altura
maxima de 5 mm. El tamafio maximo de 5 mm facilita obtener la distancia de trabajo y
angulo de inclinacién ideal para trabajar con el doble haz sobre la muestra, ya que con este
tamafio logramos que la superficie del bloque esté eucétrica. Después, se lima la base lo
mas recta posible para pegarse a un soporte portamuestras (stub) de aluminio con plata
coloidal. Una vez que el bloque esta firmemente pegado al stub se recubre con una fina capa

de metal por medio de deposicion por pulverizacion catddica (Fig. 28).

B Recubrimiento de
metal

E Plata coloidal )

Stub de aluminio

U

Figura 28. Preparado de bloques para el Crossbeam 550. A) Corte del bloque hasta obtener una
altura menor o igual a 5mm. B) Montaje y pegado del bloque en el stub con plata coloidal y
recubierto por una fina capa de metal.
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El recubrimiento de metal le da estabilidad al bloque cuando recibe el haz de electrones
y el haz de iones. Posteriormente se introduce el bloque a la cdmara del microscopio, donde
se utiliza el programa SmartSEM para encontrar el punto de eucentricidad y coincidencia de
los dos haces a unainclinacién de 54° (la disposicion que tienen la fuente de iones y la fuente
de electrones) y a una distancia de trabajo (WD) de aproximadamente 5 mm. Esta posicion
permite que el haz de iones elimine material de la superficie de la muestra y que el barrido

del haz de electrones pueda generar una imagen (Fig. 29).

Canon de
electrones

Figura 29. Vista del interior de la cdmara del Crossbeam 550. Se observa la muestra inclinada a 54°
y su relacién con los cafiones de electrones y de iones y con el sistema de inyeccion de gas (GIS).
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Con la inclinaciéon de 54° de la muestra es posible tener una vista panoramica de la
superficie del bloque (si el recubrimiento metdlico es suficientemente fino) y tener una idea
mas precisa del lugar donde se encuentra nuestra drea de interés (ROI; Fig. 30). En caso de
que el recubrimiento metdlico sea mas grueso nos guiaremos con las imagenes de los cortes

semifinos por microscopia fotdnica.

.

» -
At

Mag= 400X 30 pm — |

20 pm p——rr] Signal A = InLens Signal A = SE2 Mag= 323X

Figura 30. Vista de la superficie del bloque en SmartSEM. Micrografias electrénicas de la superficie
de 2 bloques obtenidas con diferentes detectores: A) InLens y B) SE2. Ambos bloques tienen
recubrimiento de platino/paladio.

Para los siguientes pasos se utiliza el programa SmartFIB (nativo del microscopio) o, como
en nuestro caso, el programa Atlas Engine. Este ultimo tiene como ventaja una interface mas
sencilla e intuitiva. Ademads, cuenta con un drea de nanotomografia donde tiene la secuencia

de pasos para realizar una serie de imagenes por medio de la secuencia desbaste - toma de
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imagenes, lo que hace que sea un proceso mdas automatizado, ahorrando tiempo y
marcando la secuencia de cada paso.

A continuacién, se procede a elegir el ROl en la superficie del bloque, que marcamos con
una capa de platino (por medio del sistema de inyeccidn de gas del microscopio) para dar
aun mayor estabilidad a esta parte de la muestra. Ademas, es necesario exponer la cara
lateral del ROI (la cara que sera fotografiada) por medio de dos trincheras: una gruesa que
nos abrird espacio (el tamafio va con relacién a la profundidad que queremos obtener del
ROI) para el acceso a los dos haces y para el retorno de los electrones procedentes de la
muestra hacia los detectores; y una fina que pulird la superficie del ROI dejandola lista para
la toma de imdgenes. La trinchera gruesa puede ir acompafiada de unas trincheras laterales
al ROI (con las mismas caracteristicas que la trinchera gruesa) y se realiza desde que se
hacen las trincheras o hasta que se van tomando imagenes se van desbastando estas areas.
Las trincheras laterales tienen como fin evitar perder electrones al tener una pared de
muestra tan cerca del ROI (Fig. 31).

La trinchera gruesa se realiza con una aceleracion del haz de iones de 30 kV y una
corriente de 30 nA; la trinchera fina y el desbaste de la muestra se hacen con una aceleracion
de 30 kV y una corriente de 700 pA; y la deposicidn de platino se realiza con condiciones del

haz de 30 kV y 1.5 nA.
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15 pm  [rm—] FOV: 248.9 um 8 um  [rm—] FOV: 157.6 pm

Figura 31. Eleccion del drea de interés en Atlas Engine. Micrografias electrdonicas que ejemplifican:
A) Interfase de Atlas Engine donde se marca desde un inicio el drea de interés (cuadro amarillo) y el
area de dos trincheras: una gruesa (cuadre verde) y una fina (cuadro rojo). B) Se muestra el ROl con
la capa de platino y las trincheras ya hechas; se marca con un cuadro verde el area a la que se
desbastara, que, en este caso, incluye al ROl general y a las trincheras laterales.

Cuando tenemos el ROI general listo para iniciar con la secuencia desbaste - toma de
imagenes, vamos a seleccionar el o los detectores con los que se tomardn las imagenes (en
el programa Atlas Engine se pueden generar imagenes de 2 detectores al mismo tiempo) y
un nuevo ROI (especifico) en la pared que sera fotografiada (Fig. 32). Es recomendable que
el nuevo ROI sea lo mas especifico y limitado posible para que la seriacion sea mas estable,
pues areas grandes (sin sacrificar resolucién) tardardn mas en ser fotografiadas y esto
aumentara el tiempo de permanencia de los haces sobre la muestra (dwell time) lo que hace
mas probable el dafio a la muestra y en consecuencia la disminucién de la calidad de las

imagenes o, en el peor de los casos, que el ROl general sea inservible.
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20 pm  [r— Signal A = InLens Mag= 560X

Figura 32. ROI especifico en la pared del area de interés general. Micrografia electrénica con
ejemplos de ROI especifico (fugaras de linea roja) sobre la pared del area de interés general, que
puede ser con figuras pregeneradas (cuadro/rectangulo, circulo) o libre.

Posteriormente estableceremos el foco, brillo y contraste para cada detector
(determinado por cada muestra), el tamafio de pixel y el grosor de la rebanada a desbastar.
Ademas, podemos seleccionar y establecer otras indicaciones que se le pueden dar al
proceso automatizado como determinar que el equipo revise y corrija foco y astigmatismo,
el tiempo de calibracidn previo al inicio de la seriacidon, que al avanzar de anterioridad revise
el avance efectivo de la seriacion (se determina en nm), realizacion de marcas de
seguimiento para disminuir la posibilidad de desajuste en el seguimiento del ROI general,

entre otros.
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Finalmente se puede iniciar la seriacidon, donde el programa primero realizard una
secuencia de desbaste - toma de imagenes de calibracién con pardmetros de resolucion
minimos (esta calibracién también puede omitirse). Posteriormente iniciara la seriaciéon con
los pardmetros elegidos y el equipo dard un tiempo aproximado de terminacion del trabajo,
gue depende del tamaiio del ROI general, del ROI especifico, grosor de la rebanada a
desbastar y del dwell time (con relacidn a la resolucion de la imagen). Las imagenes que se
van obteniendo se exportan automaticamente al programa Atlas 5 (Fibics incorporated,
Ottawa, Canada), donde se puede hacer una edicién inicial de las imagenes, como alineado
de la serie, ajuste de brillo/contraste, invertir colores, seleccion del detector (o mezcla de
ambos), entre otros.

El nUmero de imagenes obtenidas con la seriacidon depende del tamafo del ROl general
y del grosor de la rebanada a desbastar (entre mas delgada sea la rebanada obtenemos mds
informacidn, pero aumenta el tiempo de la seriacidn). El procesamiento adicional y analisis
de las imagenes finales se puede hacer con otros programas de edicién como Image J FlJI,
donde se puede obtener la reconstruccién 3D del ROl general, segmentar elementos
especificos, etc.

En la Fig. 33 se muestra parte de una pequeiia seriacién (200 imagenes en total) de
imagenes de nervio ciadtico obtenidas con FIB-SEM, realizadas con la sefal de electrones
secundarios (SE2). Se selecciond un tamano del pixel de 10 nm y grosor de rebanada a
desbastar de 50 nm. En el programa Atlas 5 se hace la alineacién de todas las imagenes, se

invierte el color y se ajustan los parametros de brillo/contraste.
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Figura 33.Seriacion de ROI de nervio ciatico. Micrografias electrénicas que son parte de una seriacion de 200 imagenes de nervio cidtico en plano
transversal.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este proyecto se estandarizé un protocolo para STEM y FIB-SEM en el que, con ambas
técnicas, se preserva la mielina. Ademas, concluimos que con la suficiente experiencia se
puede usar 1 sola muestra para ambas técnicas. También se desarrolld satisfactoriamente
un protocolo de trabajo para obtener una seriacion de imagenes de un drea de interés con

la técnica FIB-SEM, especificamente, para el microscopio Crossbeam 550 de Zeiss.

Los resultados con STEM y FIB-SEM se complementan y, con este protocolo, se ahorra
tiempo de preparacion pues se obtiene el doble de informacién con 1 sola muestra, ya que,
ademas de la nanotomografia, por la forma en que se acomoda la muestra para FIB-SEM
(54°), se pueden obtener imagenes en otro plano anatémico. Dicho lo anterior, encontramos
que la técnica FIB-SEM es una ventaja importante para el estudio de la mielina y de los
nervios en general. Ademads, dado que los equipos FIB-SEM son microscopios electrénicos
de barrido de emisién de campo de alta resolucién nos dan mas informacidn que los equipos
SEM, por lo que podemos aprovechar esta ventaja para obtener mas informacién del tejido

cuando tenemos muestras con una adecuada preparacion.

Con los resultados obtenidos concluimos que este protocolo puede mejorarse, por lo que
se continuaran haciendo pruebas para evidenciar si se pueden obtener mas datos
ultraestructurales con la técnica FIB-SEM, tanto en la mielina como en otros tejidos. En Ia
serie de imagenes por FIB-SEM observamos que el proceso de FIB-SEM fue bastante estable,
por lo que concluimos que la dureza de la resina es la adecuada para resistir ambos haces y

la capa de platino fue suficiente para dar la conduccidén necesaria a la muestra.
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Este protocolo tiene como ventajas que puede ser modificado facilmente para satisfacer
las limitaciones de tiempo y/o reactivos de cada laboratorio, asi como ser adecuado a otros
tejidos bioldgico. Es importante tener en cuenta que parte de la muestra serd destruida con
la técnica de FIB-SEM, por lo que es necesario obtener suficiente material para ser analizado

con TEM primero.
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