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RESUMEN

Los nervios periféricos estan constituidos por fibras
mielfnicas y amielfnicas, células de Schwann, fibroblastos,
escasas células cébadas y algflin macrbfago. Cada nervio esta
formado por fascfculos y tejido conectivo dispuesto en ca-
pas. La capa hés externa es el epineuro que rodea a todo
el nervio. Alrededor de cada fasc{culo se encuentra el peri-
neuro y dentro del fasc{culo se localiza el endoneuro.

Las fibras nerviosas periféricas presentan una gama
limitada de reacciones a la agresién., Los tipos principales
de lesién consisten en 1a degeneracidn axénica y en la des-
mielinizacién segmentaria, eventos que ocurren en numerosas
neuropatfas (Rubin y Farber, 1990).

Para determinar el tipo y grado de neuropat{a periféri-
ca se requiere una biopsia del nervio, una evaluacién cuali-
tativa y cuantitativa de sus fibras y datos morfométricos
normales de acuerdo a la edad como punto de comparacién,

En estudios anteriores se han realizado histogramas de
108 didmetros axonales de pacientes aislados, sin embargo
los valoree propuestos varian en clierto grado de un autor a
otro. En el presente trabajo se elaboraron histogramas Y
distribuciones con sus 1{mites de normalidad o variabilidad
de los difmetros axonales del nervio sural normal humano, es-
tableciendo 1a variacifn de sus fibras conforme a la edad,

de tal forma que se cuente con un patrén de referencia an



1a determinacién cuantitativa de neuropat{a peritérica.

Se recomienda el sistema de procesamiento digital de
imigenes para la cuantificacién de las fibras nerviosas en
las biopsias de nervios periféricos.

Los l{mites de normalidad descritos son Gtiles para 1la
evaluacién morfométrica de las biopsias del nervio safeno

externo.



INTRODUCCION

El tejido nervioso esta distribuido por todo el organis-
mo y anatomicamente se divide en dos partes: sistema nervioso
central y sistema nervioso periférico.

El sistema nervioso central esta constituido por el en~
céfalo y la médula espinal; el sistema nervioso periférico
involuecra nervios y ganglios nerviosos (Murray - y Kiernan,

1986).

DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO HUMANO

El sistema nervioso humano se desarrolla del ectodermo
dorsal de los embriones recién formados. A los 16 dfas de
desarrollo embrionario se forma el neuroepitelio situvado en
1a 1fnea media del embribén, constituyendo 1a placa neural.
Dos dfas m&s tarde esta placa sufre una depresidn paulatina
que da lugar al surco neural. Al final de la tercera semana
el surco neural empieza a fusionarse en direccidn rostro -~
caudal hasta constituir el tubo neural y hacia el dfa vigé -
simo cuarto y vigésimo sexto se cierran sus extremos rostral
y caudal respectivamente. En la porcibén rostral del tubo
neural se da un crecimiento y diferenciaciédn elevados para
dar lugar a una porcidn grande y compleja: el encéfalo. El
resto del tubo neural formard 1a médula espinal.

Las células del neuroepitelio que no se incorporan al

tubo nsural forman las crestas neurales que se situan dorso-



lateralmente a este, y de las cuales derivan los ganglios de

1a raf{z dorsal de 10s nervios espinales (fig.l)(Tatérinov ,
.1980).

placa neural cresta neural

o

3— surco neural
: 4
sctodermo superficial

cresio neural
surco newal

& ; >

epidermis en desarrolio

Qlangio espinal
en desasrolio

tubo nevral

Fig.l.Desarrollo ontogenéttco del tubo neural. ~Secciones
transversales de embriones humanos de diferentes edades
en donde se {lustra la formacién del surco, el tubo y
crestas neurales hasta el fin de la cuarta semana (to-

nado de Moore,1988).



De 1as células hijas que se generan en el nsuroepitelio
derivan 1os neuroblastos, células que han perdido Bu
capacidad de dividirse mitoticamente. Al principio son
bipolares, pero posteriorments sufren retraccién de una de
sue prolongaciones quedando como unipolares. Al poco tiempo
loe neuroblastos unipolares emiten varias prolongacionss ci-

topl‘llldls para dar lugar a neuroblastos multipolares, que

més tarde establecerin conexiones con otras célulae en dife-

rentes partes del sistema nervioso. Tras el primer ocleaje en

1a formacién de neuroblastos, otras célulae neurocepiteliales

siguen el curso de diferenciacién que las conduce a la forma-
cién de células precursoras de 1la neuroglia y que posterior -
mente originan a las células astrocfticae, oligodendrogliales
y ependimarias pertenecientes al sitema nervioso central y

también a las células de Schwann y a las células satélites de
loe ganglios, en el sistema nervioso periférico ( fig. 2)

(Carlson, 1990; Beresford, 1975).

Por la quinta semana de desarrollo intrauterino, se d4i-
ferencian neuronas sensitivas en los ganglios de 108 nervios
espinales, que emiten una prolongacién aferente (dendrita)
hacia la periferia y otra prolongacién eferente (axén) que
penetra en el ssbozo del asta posterior o dorsal de 1a recién
formada médula eapinal o neuroeje. El conjunto de estas fi -

bras aferentes constituye la ra{z sensitiva del nervio raqui-



deo y a la salida de la médula espinal, el elmento sensitivo
del nervio. Las céulas agrupadas en el esbozo del asta ven -
tral o anterior del neuroceje se diferencian en neuronas mo-

toras y sus axones reunidos emergen de la médula espinal pa~
ra constituir la rafz motora del nervio raquideo. La rafz

motora se une con la rafz sensitiva al salir de 1la médula es-

pinal (fig. 3){(Moore, 1988)

seureblesto
sultipolar

obu-w
célula

/‘ oligodendroglisl

m lounw % astrocito

“”.“- célules spendimarias

neural
\ :\
> célula de Schwans
! célula satéiite

Fig. 2. Diagrama qus ilustra las principales lfneas de dife-

/

renciacién celular a partir del neurcepitelio.(tomado

de Carlson, 1990).



raiz sensitiva posterior

SO asta dorsal

ganglio de la
raix posterior

asta ventral

médula espinal

raiz motora anterior
tronco del

nervio raquideo

Fig. 3. Esquema que muestra 10s cilindroejes motores y sen-
sitivos de las raices motora y sensitiva respectiva-
mente, as{ como el asta dorsal y ventral, el ganglio
de la raiz dormsal y el tronco del nervio raquideo

donde se unen la rafz motora y eensitiva (tomado de
Sadler, 1990).



HISTOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOS80

El sistema nervioso central humano (encéfalo y médula
espinal) se compone de sustancia gris y sustancia blanca. lLa
sustancia gris esta formada por los cuerpos neuronalea que
se encuentran inmersos en una red de prolongacioneas nerviosas
Y neufoglialol. 1lamada neurdpilo. La suatancia blanca con -
tiene prolongaciones nerviosas y células neuroglialea.

El sistema nervioso periférico involucra nervios y gan-
glios, y es a través de 108 nervios que el sistema nervioso
central esta unido a todos los Gtganol y tejidos del cuerpo.
Los ganglios son concentraciones de nsuronas que se encuen -
tran fuera del encéfalo y médula eépinal. Los nervioe s&on
estructuras constituidas por grupos o fasc{culos de fibras
nerviosas (axones) cubiertas por tejido conectivo (Beresford,
1975). La capa mfs externa de tejido conectivo que rodea al
nexrvio se llama epineuro, contiene fibroblastos, fibras co -
16genas orientadas longitudinalmente, vasos sangufneos y
1infdticos y algunas células adiposas. Cada uno de los fas-
cfculos del nervio estd envuelto por capas concéntricas de
células especiales que forman el perineuro y dentro del fas-
c{culo se encuentra el espacio endoneural, que contiene es -
casos fibroblastos esparcidos entre las fibras nerviocsas, cé-
lulas de Schwann, fibras colfgenas y material granular amorfo

o finamente fibrilar (fig. 4)(Asbury y Johnson, 1978; Favcett,
1991).



r Perineuro

Endogeuro

Epineuro

O H <« o m 2

nerviosas

Fig. 4.Representacién esquem&tica de un nervio en corte trans-
versal, mostrando la disposicién de las Capas de tejido
conectivo:epineuro, perineuro y endoneuro (tomado de

Cormack, 1988 ).
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Las fibras nerviosas o axones son de dos tipos: mielf-
nicos y amielfnicos. En el sistema nervioso periférico ambos
tipos de fibras estan envueltas por la membrana plasmitica
de las células de Schwann, que rodean al axén desde su sali-
da el sistema nervioso central hasta casi sus terminaciones

periféricas. En el sistema nervioso central los axones son
rodeados por los oligodendrocitos y en los ganglios periféri-

cos por las células satélite (fig.5)(Murray y Kiernan, 1986).

Fig. 5. Micrograffa electrénica de una porcibén fascicular
del nervio sural, mostrando fibras miel{nicas (flecha
grande) y amieli{nicas (flecha pequefia), rodeadas por
la membrana plasmitica de la célula de Schwann. Donde

N indica el nficleo de la célula de Schwann (16000 X).



En el nervio safeno externc o sural los axones mielini-
cos presentan un difmetro externo que var{a entre 1-18 pm y
mantienen una_relacién directa entre el calfbre del axén y
el grosor o niimero de capas de mielina. La mielina es una en-
voltura especializada que se forma por enrollamiento de 1la
membrana plasmi&tica de la célula de Schwann alrededor del
axbn (fig.6). A este proceso se le llama mielinizacibén (As -

bury y Johnson, 1978).,

Las células de Schwann son i{ndispensables para la vida
y funcibn de las fibras nerviosas perff&ricas, ya que tienen
a su cargo el proceso de mielinizacién y remielinizacién en
el sistema nervioso periférico durante la vida normal del
individuo. Estas células también desempefian un papel impor -
tﬁnte en la regeneracién axonal en casos de lesiones mecf -
nicas o por enfermedades desmielinizantes del sistema nervio-
60 central y periférico (Bradley y Asbury, 1970; Thomas,1970;
Ochoa, 1978).

En el caso de los axones mielfnicos periféricos, una
célula de Schwann mieliniza sblo un corto segmento del axén,
quedando un pequefio espacio entre una célula de Schwann y
1a siguiente, por 1o que la vaina de mielina se verd y{nte -
rumpida a intervalos regulares en los puntos donde termina
una célula de Schwann y empieza la otra a 1o largo del axén.

Dichos puntos son llamados nodos de Ranvier. A cada segmento

1"
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mielinizado se le llama internodo y presenta fisuras oblicuas
o 4reas de separacién local de las ldminas de mielina. A ta -~
les fisuras se les denomina escisuras de Schmidt-~Lanterman

(£ig.7) (Fawcett, 1991),

Fig. 6. Micrografia electrbnica de 1a célula de Schwann

(flecha grande) envolviendo una fibra mielfnica

(flecha pequefia), N= nficleo de 1a célula de Schwann
(25000 x).

s — - ——
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Las células de Schwann también envuelven a los  axonss
anielfnicos y pueden incluir hasta una docena de ellos (fig.
5). Aunque en aste caso no forman una vaina de mielina, =i
proporcionan sostén y proteccién. El didmetro de las fibras
anielinicas en @l nervio sural se encuentra en el intervalo
de 0.2 » 2 pm y su proporcidn es de 2-4 fibras amiel{nicas

por cada fibra mielfnica (Asbury y Johnson, 1978).

vaina do micling

wehrana
encisures de plasadtice

Schaidt~lantersan célula

nicleo Schvann

aroplasma

Fig. 7. Esquema de una seccién longitudinal de una fidra mie-
1{nica, mostrando el Nodo de Ranvier y las escisuras

de Schmidt-Lanterman (Tomado de Murray y Kiernan,1986).

et e it i+ . ot v e an o
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FISIOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOSO PERIFERRICO

La funcién de recepcién, integracién y respuesta del
tejido nervioso depende de la generacién y distribucién de
l1os impulsos nerviosos y de la produccibdn y liberacibn de
neurotransmisores (Junqueira Yy Carneiro, 1990).

La propagacién de los impulsos nerviosos a través de
los axones se da con la perturbacién momentanea del poten -
cial de reposo de la membrana plasmftica o axolema. Este
potencial de reposo se mantiene por medio de la bomba sodio-
potasio, 1a cual impulsa el sodio hacia el exterior en con -
tra de su gradiente de concentracibn y al potasio hacla el
interior. Debido a un est{mulo eléctrico, quimico o mecfnico
de intensidad suficiente para alterar la permeabilidad de la
membrana se genera un potencial del accidén. Este se da en
dos etapas; la primera de despolarizacibn que ocurre cuando
l1a permeabilidad de 1a membrana para el sodio aumenta brusca-
mente permitiendo que el sodio viaje hacia el interior de la
fibra como resultado de su gradiente de concentracién, aumen-
tanﬁo las cargas positivas que provocan la desaparicién to -
tal del potencial de reposo. Por un periodo breve los cana -
les de sodio se inactivan permitiendo que la despolarizacién
continue en la regién del axolema delante de la onda de des-
polarizacién impidiendo que se desplace en sentido retrégra-
do. Inmediatamente después viene la etapa de repolarizacién

en la que los poros de la membrana vuelven a ser casi imper-

e e . i . . et e . et o - -
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meables al sodio y permeables al potasio reduciendose las
cargas positivas totales del axoplasma y restaurandose as{
el potencial de reposo en el sitio de despolarizacién. Este
proceso se da a lo largo del axén amielinico a través de su
merbrana plésmftica, afectandola en su totalidad, sin inte-
rrupcién hasta las terminaciones axonalss (Cormack,1988
Guyton,1972).

El impulso es transmitido en direccién a 1a terminaciédn
axénica o telodendrén donde el flujo de corriente eléctrica
generado por el potsncial de accién hace que numerosas vesi-
culas (sindpticas) liberen su neurotransmisor hacia el espa-
cio entre el telodendrén y la membrana de la siguiente célu-
la de contacto (neurona, miocito, etc.). El neurotransmisor
actua sobre 1a membrana de la célula de contacto o postsi -
néptica desencadenando un nuevo potencial de accidn. A este
tipo de transmisién se le llama sindpsis quimica y es 1a nfs
comin, aunque existen sinipsis eléctricas en las que las cé-
lulas nerviosas se relacionan por uniones estrechas que per-
miten el paso de iones de una célula a otra facilitando su
conscciédn eléctrica y 1a transmisiédn del impulso (Junqueira
y Carneiro,1990). '

En el caso de las fibras mielinicas los impulsos ner -
viosos son conducidos con una variante ya que se considera
que la vaina ds mielina es una cubierta aislante que impide

el paso de iones, por 1o tanto el potencial de accibén sélo
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puede darse en las ireas desnudas de la fibra, es decir, en
los nodos de Ranvier. Este proceso recibe el nombre de con-
duccibn saltatoria, ya que las corrientes eléctricas siguen
por los lfquidos extracelulares vecinos y a través del axo-
plasma de un nodo a otro. En otras palabras, la despolariza-
cién salta intervalos grandes mielinizados, aumentando la
velocidad de transmisidn nerviosa y ahorrando energia en el

transporte de iones al despolarizarse solo los nodos de Ran-

vier (fig.8) (Guyton, 1972).

Fig. 8. Micrograffa electrénica de una fibra mielfnica (fm)
del nervio sural en corte longitudinal indicando asas
citopldsmicas paranodales (flecha pequefia) y el 4rea

de conduccién saltatoria o Nodo de Ranvier (flecha
grande) (16000 X).
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ANTERCEDENTES

El sistema nervioso periférico estdé sujeto a diversas
alteraciones. La neuropatfa periférica es 1a mds comin de
eatas y consiste en cambios degenerativos progresivos que
comienzan en las porciones distales de los nervios con sin-
tomas sn las manos y pies. Hay miltiples causas de neuropa -
t{a periférica, incluysndo deficiencias nutricionales, toxi-
nas de varias clases y desérdenes metabélicos como la diabe-
tes (Murray y Kiernan, 1986).

En la nsuropatfa diabética se presentan cuadros
clinicos diversos. En el caso de ia neuropat{a diabética sen-
sitivas ocurre degeneracidn y/o desmielinizacién de axones de
diversos tamafos, mielinicos o amielinicos. E1 tipo de sensi-
bilidad alterada se relacionarf con el difmetro de las fibras
afectadas; si se afectan més las fibras amielfnicas podrfa
darse dolor o cambios autonémicos como diarrea, si se afectan
las fibras grandes podr{a darse perdida de ls sensibilidad
vibratoria. En 1la neuropatfa diabética proximal motora, hay
miitiples micro~infartos de los narvios y atrofia muscular.
En 1a neuropatfa diabética de nervios craneales hay perdida
temporal de la funcibn de los nervios por infartos. E1 mués
afsctado ss el par III. (Asbury y Johnson, 1978).

En la evaluacién de los cambios degenerativos se usa la
biopeia de nervios cutaneos, habitualmente del nervio safeno

sxterno O sural, ya que su localizacifn ss constante, es ac-



cesible para estudios neurofisioldgicos M Vivo previo a la
biopsia y es f&cil de disecar sin causar dafio que pudiera
ser irreparable durante el curso de la vida. El anflisis

cualitativo y cuantitativo de sus componentes proporciona

informacién acerca de la extencidn de 1a degeneracién axo -
nal, de 1a desmielinizacién y remielinizacién segmentaria ,
de 108 ciclos de mielinizacién y remielinizacién repetidos

y de las anormalidades de la mielina (Merrit,1979). Para
determinar el tipo y grado de neuropat{a periférica se debe
contar con valores normales de los componentes del nervio

periférico (Asbury y Johnson,1978). Algunos de los primeros
trabajos sobre este tema fueron publicados por Ochoa y Mair
{(1969a y b)., 1los cuales reportan resultados cualitati-
vos y cuantitativos de las fibras mielfnicas, de
las fibras amiel{nicas, de los fibroblastos y de 1los

nficleos de las células de Schwann del nervio sural nor-

mal, ABos mds tarde se reporta un trabajo sobre anflisis di-
mensional entre las células de Schwann y sua fibras amieli -
nicas en el nervio sural humano (Carlsen y Behse,1980). Poas-
terioreente, Origuachi (1981), con un anfiisis cuantitativo

de los componentes del nervio sural de infantes, caracteriza
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el comportamiento de l1as fibras nerviosas antes del nacimien-

to y durante los primeros afios de vida.Jacobs y Love (1985),

en 1a inveatigacidn de 17 nervios surales de cadaveres de di-

ferentes edades, evaluaron los pardmetroa de frea fascicular,



longitud internodal, difmetro de las fibras Yy, densidad de
axones mielfnicos y amielinicos. Encontraron que la relacién
bimodal que existe entre el didmetro axonal y su frecuencia
aparece despuds del primer afio de vida y se mantiene hasta
edad muy avanzada, Shield y col.(1986) determinan la densidad
de las fibras amielfnicas a través del desarrollc embrionario
en el nervio sural normal de fetos humanos. Ouvrier y col.
(1987) hacen un estudio morfométrico sobre el valor normal
del frea fascicular tranaversal, 1a densidad, 1a distribu -
cién y el calibre de las fibras mielinicas, as{ como también
para la fibras amielfnicas (1981) de infantes, encontrando
que hay una gran densidad de fibras antes del nacimiento vy
que posteriormente degenera una gran parte de ellas. Otros

estudios experimentales se han realizado en animales de la -

boratorio para estudiar los cambios morfolégicos y fisiolé-

gicos durante el desarrollo del nervio periférico en embrio-
nes de rata (2iskind-Conhaim,1988), Schafer y Friede(1988)
usan nervios periféricos y auténomos de rata para determinar
el ntmero de fibras mielinicas en 7 grupos de diferente edad.

En 1990 se suma a los anteriores otro estudio morfométrico ,

19

sobre los constituyentes del nervio sural humano (Behse,1990),

en el que hace hincapie sobre la utilizacién de métodos
computarizados que sean aplicados al diagnéstico cif{nico ,
con 1a tendencia de agilizar los estudios comparativos que

anteriormente requerfan de mayor tiempo Y personal.

oy ———— ———
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De los reportes mencionadoa se ha recopilado la infor -
macién referente al némero de fibras por mm? y a la distri -
pucién de los difmetros axonales de nervios normales de su -
jetos de difersnte edad. Loe valoree encontrados varian de
un autor s otro. En ningfin caso se considera 1a posibilidad
de que las diferencias numéricas sean el resultado de la va-
risbilidad interespecifica entre sujetos de la misma edad o
edades muy cercanas. Por tal razén, en el preesnte trabajo
se proponen distribuciones de las frecusncias de difmetros
axonslee con sus respectivos intervalos de confianzs. Se es-
tudiaron 19 nervios normalee distribuidos en tres grupos,
considerando que 1a incidencis de desmielinizacién y degenes-
racién de las fibras sn sujetos normales se incrementa pau -
lstinamente con la edad. Los nervios eurales de 3 sujetos
diabéticos de diferente edad fueron empleados para demostrar

1s utilidad de las distribucionea e intervalos propuestos.



OBJETIVOS .

1. CARACTERIZAR LAS CURVAS DE DISTRIBUCION DE  DIAMETROS
AXONALES DEL NERVIO SURAL NORMAL EN SUJETOS DE DIFERENTE
EDAD.

2.CALCULAR LOS LIMITES DE VARIACION PARA TALES DISTRIBU -
CIONES.
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RMATERIALES Y METODOS

Se obtuvo un segmento del nervio sural de 19 individuos
que no presentaron enfermedad neurolégica, sistémica o adic-
cién que pudiera provocar daflo al sistema nervioso periféri-
co. De estos sujetos 13 fueron del sexo masculino y 6 del
sexo femenino. La edad entre ! a 55 aflos se dividio en 3
- grupos para eu estudio. El primer grupo de 1 a 8 afios com~
prsnde el periodo de desarrollo del nervio; el segundo, de
9 a 35 afios, el periodo de madurez y en el tercero, 36 a 55
afios, la etapa en la que comunmente se presentan cambios de-
generativos por la edad.

Se incluyen 3 biopsias de pacientes diabéticos para pro-

bar las distribuciones normales.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las fibras del nervio sural provienen del ganglio §Sj
de la rafz dorsal. Easte nervio pasa a 10 largo del borde la-
teral del tenddn de Aquiles y detrfs del maleblo externo has~
ta el borde lateral del pie, donde puede ser disecado facil -
mente (Behse,1990).

Bajo anestesia local se sxtrajeron 2 cent{metros de lar-
go del nervio sural sn 1a regién dsl maledlo externo.El frag-

mento obtenido se coloc§ en una tira de papel cartulina por



20 ssgundos para evitar la retraccién de la muestra. En se-
guida se embebio en glutaraldeh{do al 2.5 X en amortiguador
de cacodilatos al 0.1 M y a un pH de 7.4, por 5 minutos,
Pont#riorlontn se seccionaron cilindros ds 3 mil{matros de
longitud y de 1 mil{metro de difmetro. Estos fueron fijados
por una hora en la solucidn antes mencionada. Al termino se
rsalizd 1a postfijacibn en tetrabxido de osmio al 0.5 % por
1 hora, en seguida se deshidrataron las muestras en acetonas
graduales del 70, B0, 90 y 100 ¥ , por 15 minutos en cada

una, s¢ preincluyeron en una mezcla de resina epéxica y
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acetona (1:1) por 12 horas. Cada cilindro ss incluyd en rasi-

na epéxica Glycide ether 100 y se polimerizaron a 60°C por
16 horas.

Del material procesado se cortaron secciones transver-
sales finas y ultrafinas en un ultramicrotomo C. Reichert .
Las secciones finas se montaron en portaobjetos y se ti-
fleron con azul de toluidina para la cuantificaciédn de -las
fibras miel{nicas, mientras que para la evsluaciédn morfomé~
trica de las fibras amiel{nicas se utilizaron las secciones
ultrafinas correspondientes al &rea gris-plata dsl espsctro
de colores de intsrferencia, contraetadas con acetato de

uranilo y citrato de plomo (fig.9).



OBTRENCION DE LA MUESTRA FIJACION

(2 cm.long. del nervio sural) _’ (glutaraldehido al 2.5% en amortiguador
de cacodilatos 0.1 M, pH 7.4, 1 hora)

DESHIDRATACION POST-FIJACION
(acetonas graduales, 70 al 100%, 15 min. c u) ¢uemmms (tetradxide de osmio al 0.5 %X, 1 hora)

l

PRE-INCLUSION INCLUSION POLTMERIZACION
(acetona-epon 1:1, 12 horas) mmd (resina epbéxica Glycide ether 100) mmmd (60°C, 16 horas )

MICROSCOPIA
FOTONICA
AZUL DE TOLUIDINA
T PREPARACION
FM
1NAS ——>» TINCION CUANTIFICACION

HISTOSCAN

m.muns-acourfns’rn /' X

ACETATO DE URANILO ] MICROSCOPIA
CITRATO DE PLOMO ELECTRONICA

NEGATIVO
FA

CORTE: SECCIONES
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Fig.9. Diagrama que resume el procesamiento de las muestras en el laboratorio.



CUANTIFICACION DE LAS FIBRAS MIELINICAS

Lae preparaciones tefiidas con azul de toluidina se co -
locaron en una platina motorizada MARSHAUSER MCL del microe-
copio OLYMPUS BH-2 para ser analizadas morfometricamente con
el procesador y analizador automético de imégenes HISTOSCAN
X (Corkidi,1989; Hirsch y col.,1992).

De cada preparacién se registr§ el &rea fascicular con
el objetivo de 4X, El fascficulo se dividio en cuadrantes que
poeteriormente se analizaron a 20X para medir lae fibras y
eliminar artefactos de manera automftica.

Se creo un archivo de im&genes de 10s cuadrantes que
abarcaba cada fascf{culo, para evitar los errores de precisién
en la localizacién de los campos al mover la preparacién ma -
nuliioneo, ademfe de evitar el conteo repetido o 1a omieién
de una zona determinada. Las im&genee ee procesaron para
obtener un mejor contraste de las fibras, para eliminar los
artefactos y corregir los contornos mal trazados e incluir
lae fibras omitidas (fig. 10),

Se determind automaticamente el nGmero de fibras mielf-
nicas por mn? y su didmetro equivalente. Este Gltimo se con-
eidero neceeario ya que anteriormente para medir contornos
de lae fibrae irregulares se obten{a un promedio de varioe
difmetros internos que dan como reeultado un valor aproxima-
do al difmetro equivalente. En el presente trabajo se midio

el frea del axén en seccifn tranevereal, de donde se derivé

25
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el difmetro equivalente al considerar la seccién axonal como
un cfrculo perfecto. La férmula para calcularlo se define
as{: 2 /s/7 , donde S el el frea contenida dentro del con -

torno de la fibra.

CUANTIFICACION DE LAS FIBRAS AMIELINICAS

Las secciones ultrafinas se observaron al microscoplio
de transmisién Zeiss EM10 operado a 60 Kv. Se fotografiaron
entre 8 y 10 campos por caso y los negativos correspondientes
se colocaron en una pantalla de transparencias y con ayuda de
una cémara de video se transfirié la im&gen al programa HIS-
TOSCAN X en la computadora. La cuantificacién de las fibras
amielf{nicas se realizé de manera semiautomftica. Primero se
midio el 4rea de estudio calibrando el sistema de morfometrfa
con respecto a la magnificacién del microscopio electrénico.
Posteriormente se eliminaron los artefactos, se marcaron las
‘reas axonales y se registrd el nimero y difmetro equivalen-
ts de las fibras amielfnicas.

La cantidad de fibras mielfnicas y amielfnicas se expre-
so en densidades (nidmero de fibras por unidad de &rea).

Se elaboraron histogramas de frecuencias de los difme -
tros axonales por grupo de edad. Para la distribuciédn de los
datos de las fibras mieli{nicas se empled una mezcla de dis-
tribuciones log-normales que responde al comportamiento bi-
modal y asimétrico de la muestra, ademis de que su recorrido

en el eje horizontal es siempre positivo.Para gl caso de las

—— . - e me A e e e -t w e s em mem = e e -



fibras amielf{nicas se utilizé una distribucién log-normal
simple ya que los datos se distribuyen de manera unimodal y

asimétricamente (Macdonald y Green,1985),

La distribucién log~normal se rspresenta asi:
;7;-:1 cxp(~(inls) ~ m)/2s")

donde m Yy & 8son parimetros de localizacién y escala respec-~

tivamente,

Entonces, una mezcla de distribuciones se representa

como

;ﬁ;‘-’up(f(:u(s) -mi)2l) + ;7'24'71«»'(-0-«) - m)ifasl)

donde pl y p2 son parfmetros estimados que representan el
peso de cada funcién.

Ahora, los valores esperados serdn calculados con la

siguiente funcibn:
/h 1 “(_(‘()_ 1230 d o 1
P ARt [ penp(-nts) - a2

pl, P2, ml, ®2, w1, vy 82 se muestras en la tabla 5. L1 y
L2 son los l{mites superior e inferior de cada categoria.
Los 1imites de variacién se obtuvieron a partir de

108 puntos de la distribucién + su desviacibén estandar.
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Fig. 10. Procesamiento de imigenes. a) exploracién automiti-
ca con el objetiva de 4X; el contorno en negro in-
dica los lf{mites del fasc{culo y el cuadro interno
el irea que se va analizar a mayor aumento. b) &rea
observada a 20X, imidgen con un proceso de mejoramien-
to en el contraste de las fibras. ¢) imigen invertida
(fondo negro, mielina en blanco) para simplificar la
segmentacidén de las fibras. d) contornos internos y
externos de las fibras después de la eliminacibn au-
tomdtica de artefactos y correcciédn manual de con -

tornos mal trazados o fibras omitidas.



RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados de la cuanti-
ficacién de las fibras mielf{nicas y amielf{nicas de los suje-
tos normales y diabdticos.

En la tabla 2 se presentan 1los rangos de las densida-
des de ambos tipos de fibras por cada grupo estudiado. Ademis
incluye las densidades de las fibras mielinicas de los suje-
tos diabéticos.

El rango total de densidad es de 5149-15884 /mm? y
de 14342-67006/ mm? para las fibras mielf{nicas y amielfnicas
respectivamente en sujetos normales de 1 a 55 aﬁoé. En el ca-
so de los pacientes con neuropatfa periférica (diabéticos)
128 densidades de fibras miel{nicas se ubicaron por abajo de
1as normales (tabla 2).

Los histogramas de frecuencia de didmetros axonales de
las fibras mielfnicas de los sujetos normales presentaron un
comportamiento bimodal. Los di&metros de miéxima frecuencia
para el grupo de 1-8 afios se,localizarén entre 4-5 pm y
entre 8-9 pm con una frecuencia de 17% y 13% respectivamen-
te (fig.11A) Para el grupo de 9-35 afios el primer difmetro
mfs representativo se mantiene entre 4-5 um cgn una frecuen-
cla de 16% y el segundo entre 9-10 um coﬂ una frecuencia de
9% (f1ig.l1B).En el 61timo grupo, de 36-55 afios, el primer

didmetro se amplia de 3-5 um, con una frecuencia de 15%, y

(1]



el segundo se desplaza a un didmetro mayor de 11-12 um con
una frecuencia de 7.5% (fig.11C).

Para los sujetos diabéticos se encontrd que en el caso
de 39 afios el primer pico en el histograma de frecuencias de
didmetros axonales se locallzé entre 3-4 ym con una frecuen-
cia de 31% y el segundo entre 8-9 um con una frecuencia de
6% (fig.12A).En el sujeto de 58 afios los didmetros represen-
tativos se ubicaron entre 5-6 um y entre 12-13 um, la fre-
cuencia de 16% para cada uno (fig.12B).El Gltimo caso, de
62 afios, presento una frecuencia mixima de 18% en el didme-
tro de 6-7 um y la otra de 25% en un difmetro muy cercano al
primero, entre 8-9 um. En este caso se aprecia una tendencia
a perder el comportamiento bimodal (fig.l2C).

Para las fibras amiel{nicas de los sujetos normales el
dfametro m4s representativo se localizé entre 1.25-1.50 um
en todos los grupos, la frecuencia fue de 32% para el grupo
de 1-8 afios (fig.13A), de 33% para el de 9-35 afios (fig.13B)
y de 29% para el dltimo grupo (36-55 afios ) (fig.13c). (Ver
resumen en tabla 3).

Se incluye una tabla comparativa sobre densidades de
las fibras del nervio sural de acuerdo a diversos autores.

(tabla 4).
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GRUPO EDAD/SEXO DENSIDAD No.FM AREA FASCICULAR DENSIDAD NoJFA

AREA FASCICULAR -

ESTUDIADA (mm2)

FM ESTUDIADA (mm2) FA
18 m/M 17664 7334 0.0579 30578 124 0.00602
18 m/M 12374 1140 0.0921 21199 137 0.00646
21 m/F 13527 574 0.0424 18120 86 0.00474
T 2 a/m 11342 (1267 0.1107 67006 421 0.00628
2 a/F 15884 516 0.0325 28148 163 0.00579
8 a/M 11863 773 0.0652 60166 269 0.00447
8 a/M 12496 943 0.0747 41110 162 0.00394
12 a/M 10030 13e7 0.1363 36731 219 0.00596
17 a/F 8701 1101 0.1265 21255 112 0.00526
18 a/M 9253 1101 0.0814 17641 109 0.00618
I 21 a/M 6046 900 0.1488 28488 176 0.00618
26 a/F 7098 423 0.5596 25342 144 0.00568
27 a/F 8553 612 0.0715 124342 125 0.00871
31 a/M 8111 993 0.1224 18040 116 0.00610
32 a/M 9282 898 0.0967 30511 210 0.00688
38 a/F 7679 1769 0.1652 37783 176 0.00633
I 43 a/M 9084 776 0.0854 19156 119 0.00621
IY 44 a/m 7668 712 0.0928 21616 137 0.00637
55 a/M 5149 778 0.1511 14934 90 0.00603
39 a/M 2625 175 0.0663
v 58 a/M 4491 344 0.0761
62 a/F 2502 418 0.1667

Tabla 1. Edad, sexo y datos cuantitativos del nervio sural de 19 sujetos normales y 3

diabéticos.
m=meses a=afios =masculino F=femenino FM=fibras mielinicas FA=fibras
I,11 Y III=sujetos normales IVv=sujetos diabéeticos amielinicas

Densidad = nimero de fibras/ mm2.

1€
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GRUPO DENSIDAD FM 9ENSIDA9 FA
1-8 afios 1144215884 18120-67006
9-35 * 6046-10030 14342~36731

36-55 " 5149-9084 14934-27783

39 " 2625
58 " 449
62 " 2502

Tabla 2. Muestra los rangos de densidad para cada
grupo estudiado, asi como las densidades
de los sujetos diabeticos.

La densidad representa el numero de fi -
bras por milimetro cuadrado. FM = fibras

mielinicas ; FA = fibras amielinicas.
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Pensidad FM %

Densidad FM %

diSmetro axonal(um)

Densidad FM %

didmetro axonal{um)

Fig. 11. Histogramas, mezcla de distribuciones log-normales
y desviacién estandar (1fnea punteada superior e in-
ferior) del difmetro externo de las fibras mielfnl -
cas para los grupos de: 1-8 afios (A), 9-35 afies (B),

36-55 afios (C).
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10 1t 12 12 te 18 18 17 16 8
dilsetro axonal (ua}

Densidad F¥ %X

» L]
didmatro axonal {uam)

Densidad FM X

D2BCONG
dilnetro axonal {um)

Fig. 12. Histogramas de frecuencia del difmetro externo de
1as fibras miel{nicas de 3 pacientes diabéticos y
sobrepuesta (frea punteada) la mezcla de distribu -
ciones log~ normales del grupo control (36-55 afios)

con el que se estan comparando. Pacients A(39 alos)

B(58 afios), C(62 afios).



Fig. 13.

Densidad FA X

(1} 3 1 " 2 =é 3 s
didmetro axonal (um}

Densidad FA X
1 3
—

Densidad FA X

a4 1 4 [] [\ 0

3
didmetro axonal (um)

Histogramas, distribucién log-normal y desviacién
estandar (1{nea punteada superior e inferior) del
difmetro de las fibras amieli{nicas para los grupos:
1-8 aftos (A), 9-35 aflos (B), 36-55 aflos (C).

FAx fibras amielinicas.
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" FIBRAS MIELINICAS i FIBRAS AMIELINICAS

it It ——e

§§RUPO @ Fr @ Fr ﬁ [} Fr

=== #

i n
S 1-8 afios  4-5 pm (17%) 8-9 pm (13%) :5 1.25-1.50 um (32%)
oﬁ 9-35 afios  4-5 um (16%) 9-10 pm (9 %) ﬁ . (33%)
z535—55 ahos 3-5 um (15%) 11-12 um (7.5%)ﬁ ° (293)
0 === ====x = =
o “
=i 39 afos 3-4 pm {(31%) 8-9 um (6 3) 1
ggg 58 afios 5-6 pm (16%) 12-13pm  (168%) ::E

i 62 afios 6-7 pm (18%) 8-9 um  (25%) I

- ’ . - -
Tabla 3-Representac16n numeérica de los didmetros con mayor frecuencia
para las fibras mielinicas y amielinicas de los sujetos estu-
diados.

@ = didmetro ; pm = micrdmetro ; Fr = frecuencia

9f.



AUTOR DENSIDAD PM DENSIDAD FA INTERVALO

DE EDAD
Ochoa y Mair (1969%a) 7000-10000/mm 21755-33859/mm 15-59 afos
Dyck y col. (1971) 19447-68813/mm 7-66 afios
Behse y col. (1975) 19000-56900/mm 17-47 atios
Low y col. (1978) 24700-51500/mm 12-54 afos

Jacobs y Love (1985) 4080-12940/mm
Ouvrier y col. (1987) 3810-11850/mm
Behse (1990) 5200-7900 /mm
En el presente trabajo 5149-15884/mm

17300-87200/mm

14342-67006/mm

3~77 anos
1-50 afios
14-54 afos

1~55 afios

Tabla 4 . Muestra las densidades reportadas por varios autores para la fibras

mielinicas (FM) como para las amielinicas (FA) de sujetos normales.
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FIBRAS

GRUPO MEDIA VARIANZA pl m! s1 p2 =2 s2
F2008 5
: #
E 1-8  5.9531 1.0446 0.6277 1.4320 0.1209 0.3723 2.1304 0.0172 E
’ ]
£ 9-35 6.9381 1.2908° 0.6890 1.5887 0.1837 0.3110 2.3328 0.0209 ¥
-ty ]
@6-55 6.9475 1.1277 0.7156 1.6079  0.1307 0.2844 2.3923 0.0146 !
= :
[ ] ]
R’ [ ]
o ]
" | ]
. 1-8 1.4170 0.3342 1 0.3215  0.0541 :
]
9-35 1.3504 0.2861 1 0.2785 0.0439 3
[ 3
36-55 1.4988 0.3627 1 0.3762 0.9549 H
u
[ ]
8

'

Tabla 5. Media, varianza y parémetros estimados para las distribuciones log-norma-

les de las fibras mielinicas y amiel{nicas del nervio sural normal humano.

p

peso de la funcidn

- . £
m = parametro de localizacion

4]
i

[
parametro de escala

8¢
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DISCUSION

Pocos autores han estudiado los cambioa morfolégicos
del nervio sural normal humano en sujetos de diferente edad.
Ademfa no se han encontrado reportes en los que se comparen
las diferencias entre individuos de la misma edad, ni tam ~
poco se han calculado los limites de normalidad para 1las
distribuciones propuestas por diferentes autores para las
fibras mielinicas y amielfnicas del nervio sural.

En la informacién recopilada sobre 1a cuantificacién de
1as fibras del nervio sural normal humanc se encontraron re-
sultados cercanos a los presentados en este trabajo, aunque
también se dan ciertas diferencias con algunos autores.

Ochoa y Mair (1969a) reportan una densidad de 7000 -
10000 FM / mm2 en sujetos de 15 a 55 aflos, Jacobs y Love
(1985) encuentran una densidad de 7500-10000 FM/mm? para
sujetos de 10 a 60 afios y Behse (1990) una densidad de
5200-7900 FM/ mm2 an individuos de 14 a 54 afios, mientras
que en el preaente se reportan 5149-10030 FH,’mmzpara adje-
tos de 12 a 55 afios, edades cercanas a las eatudiadas por
e8t0s autores.

Quvrier y col. (1987) reportaron una densidad de 3810-
11850 FM / mm2 para sujetos de 1 a 59 afios y Jacobs y Love
una densidad de 4080-12940 FH,/mnz considerandc sujetos de
3 a 77 afios. Para este estudio 1a densidad fue de 5149 -
15884 M / ma2 en individuos de 1 a 55 afios

TR TRUIS WM BEDE
SALii .. & 65 UTECA
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Con relacién a las densidades de ias fibras amielinicas

en el presente trabajo se encontraron de 14342-67006 FA/mm?

en sujetos de 1-55 afios. Ochoa y Mair (1969a) presentan datos

que oscilan entre 21755-33853 FA/mm2 para sujetos de 15 a
59 sfios, Dyck y col. (1971) reportan 19447-68813 PA/ mn? en
sujetos de 7 a 66 afios y Behse y col. (1875) presentan densi{ -
dades de 19000-56900 FA /mm? para sujetos de 17 a 47 afios.

Tomando en cuenta qus sl valor méximo y minimp de 1la
densidad de ambos tipos de fibras depende del rango de edad
de los sujetos involucrados en el estudio, en el presente
trabajo se proponen 3 grupos de edad para la svaluacibdn mor-
fométrica del nervio sural. E1l primero se establecio de 1-8
aflos, considerando que durante este pericdo las capas de mia-
lina se incrementan proporcionalmente al calibre del axén vy
que 1la densidad de las fibras del nervio sural, que es muy
alta al nacimiento se mantiene en un nimero relativamente
constante (Tohgl y col.,1977), después de que gran parte de
ellas ha degenerado durante los primeros meses de vida (Gu-
trech y Dyck,1970; Toghi y col,.,1977; Origuachi, 1981),

El segundo grupo, descrito para sujetos das 9 a 35 affos,
se basa sn el crecimiento circunferencial y axial de 1las ca-
pas ds mielina y en el incremento transvereal del frea fascicu-
lar, lo que trae como consecuencia un decremento ligero en
1a densidad de lae fibras (Ouvrier y col.,1981).

Bl tercer grupo es propuesto pars sujetos de 36 a 5%
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afios, ya que en este rango de edad se ha observado que el
frea fascicular se mantiene conatante, con procesos de dege-
neracién axonal normal que es acompafiada por suficiente re -
generacién como para mantener las densidadee de las  fibras

dentro de loa valores normales.

Los histogramas de frecuencia de didmetros axonales de
las fibras mielfnicas y amiel{nicas de los sujetos estudia -
dos se presentan de acuerdo a 108 grupoe mencionados y no
de manera individual como se han reportado anteriormente, al
igual que sus distribucionee y l{mites de varjacién.

La veracidad de los resultados reportados por un deter-
minado autor se ve afectada cuando se comparan con los de
otro u otros, ya que no se habian planteado limites de va -
riacién que permitan contemplar lae diferenciae que pudia-
ran existir entre individuos de la misma edad o edades muy
cercanae, ademfs es inadecuado generalizar los resultados
que se obtienen en un estudio con pocoe sujetos y que no
abarcan o representan un amplio rango de edad en el gue se

conaidere el crecimiento, maduracién y degeneracién axonal.

Las distribuciones propuestas se presentaron con sus 1{-
mites de variacién y ee compararon con los histogramas de
3 pacientes con neuropatfa periférica (diabéétcos). carrobo-
rando la aplicabilidad de tales distribuciones, ya que sua

densidades son menoree a las de los sujetos normales (tabla
4).
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Respecto a las diferencias en las densidades de las fi-
bras del nervio sural normal humano, obtenidas en este tra -
bajo y con relacién a las reportadas por otros avtores, de-
ben considerarse 3 factores principales. Uno de estos es la
fijacién del tejido en soluciones hiperosmolares que ocasio-
nan un incremento del 4rea endoneu}al, mientras que el nfme-
ro de las fibras no puede ser alterado. La consecuencia es
una densidad disminuida (Gutrech y Dyck,1970; Dyck y col.,
1971). En el presente estudio se utilizé un fijador isoamo -
lar preparado con glutaraldeh{do al 2.5 % amortiguado con
buffer de cacodilatos al 0.1 M, a un pH de 7.4. Otro factor
a considerar, es el caso contrario, la disminucién del &rea
endoneural por compresién del tejido con igual nfimero de fi-
bras, por 1o que la denasidad, en este caso es mayor ( Tohgi
y col,,1977). Este problema puede ser resuelto con un manejo
cujdadoso durante la diseccibn del tejido y su manipulacibn
previa a la fijacidn. Finalmente debe tomarse en cuenta el
método empleado en la cuantificacién de las fibras, ya que
durante la observacién al microscopio a 20X o 40X, aumentos
en los que se aprecian mejor las fibras pequefias, se puede
perder la direccionalidad de los campos repitiendose u omi-
tisndose algunas freas. De igual forma sucede con las sec -
ciones a fotografiar al microscopio electrénico. En este
trabajo se utilizd un procesador digital de imfgenes, un mi-

croscopio foténico con platina motorizada y un programa,
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HISTOSCAN X, eguipo con el cual se delimitan las &reas de es-
tudio, se seccionan y se analizan por cuadrantes de manera
semiautonftica, evitando 10s errores manuales de precisién y
apreciativos., También ge miden per{metros, 4reas, diimetros,
entre otros pardmetros; procesa los datos, saca promedios y
ge pueden utilizar programas alternos para la elaboracién de
histogramas u otros tipos de representaciones gr&ficas. Con
esto, el trabajo tan laborioso de fotografiar y medir manual-
mente se reduce a colocar la laminilla en el microscopio o

el negativo en una pantalla y a operar el programa.
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CONCLUSIONES

1. Con las curvas de distribucién propuestas para las fibras
mield{nicae y amielinicas del nervio sural normal humano se
pueden contemplar las diferencias de densidades encontradas
por otros autores como una variacién normal entre individuos
Y en algunos casos como diferencias técnicas.

2, Los 1{mites de naormalidad son Gtiles en la interpretacién
de las biopsias del nervio sural humano durante la préctica
patolégica quirtrgica.

3. E1 procesamiento digital de imfgenes es un sistema que
facilita 1a cuantificacién de las fibras, la toma de datos y
1a etaboracibn rfpida de los histogramas de frecuencias de
difmetros axonales, entre otras ventajas, por 10 que serfa
exitoso emplearlo como método de rutina en trabajos que re -
quieran de presicién, rapidez y demds evaluaciones especifi-
cas para cada tipo de estudio., Ademds puede ser adaptado
para medir diversas estructuras.

4, Los tres histogramas de pacientes diab&ticos comprueban
1a aplicabiiidad de las distribuciones ptopuestai para deter-
minar los casos de neuropatfa periférica.

5. La intencién de éste trabajo es aplicario como criterio
de referencia en la interpretaciédn de neuropat{a periférica.

en diferentes poblaciones,.
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