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Resumen

La diabetes mellitas (DM) es una enfermedad crénica caracterizada por una
deficiencia en la produccién de insulina de las células B del pancreas, ya sea de
forma hereditaria y/o adquirida. Tal deficiencia resulta en el incremento de las
concentraciones de glucosa en la sangre, 1a cual dafia algunos de los sistemas del
cuerpo en particular los vasos sanguineos y nervios. Para evaluar el papel de la
apoptosis en el pie diabético se utilizé la Técnica de TUNEL en la cual el marcaje
de los extremos 3'OH del ADN con nucledtidos biotilinados, a través de una
reaccion enzimatica, expresa la fragmentacion del DNA. Hasta la fecha sélo se ha
reportado un estudio para detectar apoptosis en Ulcera de pie diabético
(Galkowska 2003).

Material y métodos

El estudio comprendié cortes histolégicos (piel y paquete neurovascular) obtenidos
del limite quirtirgico de la region supracondilea y falanges del miembro pélvico
amputado de 10 pacientes con diabetes mellitus tipo 2, de los que 6
correspondieron al sexo masculino y 4 al sexo femenino. La edad promedio de los
sujetos fue de 56 afos, +15 afios con un promedio de evolucion de la diabetes
mellitus de 11 afios + 9.4 afios con diagnéstico de ingreso de fascitis necrosante
de miembro pélvico y/o necrobiosis diabética. Como controles se incluyeron 2
pacientes con diagnostico histopatolégico de carcinoma de colon. La detecciéon de
células en apoptosis se realiz6 mediante el Kit de TUNEL “/n Situ Cell death
detection kit, POD" (Cat No. 1 684 817 Roche Applied Science Mannheim,
Germany) y sustrato DAB de acuerdo a la técnica descrita por Negoescu, 1998.



Resultados

Los resultados fueron expresados en térmminos de intensidad de marcaje y
supervisados por un patdlogo y mediante microscopia optica. Se observd una
tincién color marrén en aquellas células que se encontraron en apoptosis.

Se observaron vasos de pequefio y mediano calibre, presencia de células
endoteliales y células musculares en apoptosis, hipertrofia muscular, formacion de
trombo y como consecuencia disminucion de la luz en un 70%- 95%. Ademas de
observar la presencia de apoptosis en epidermis y en células inflamatorias de la
dermis papilar, y en las células de Shwann del nervio periférico.

Conclusiones

La Técnica de TUNEL aplicada a tejidos embebidos en parafina, (vasos
sanguineos) de pacientes con pie diabético fue eficaz y/o apropiada ya que
detectd apoptosis en células del endotelio vascular y de la capa muscular.

Galkowska H, y el al. Expresion of apoplosis-and cell cycle-related proleins in epidermis of venous leg and diabetic foot
uicers. Surgery 2003.213-20,

Negoescu A, y et al. Tunel apoptotic ceil detection in archived paraffin-embedded tissues. Roche molecular biochemicais
1998; 3:36-42,



ANTECEDENTES

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica caracterizada por la
deficiencia en la produccién de insulina de las células B del pancreas, ya sea de
forma hereditaria y/o adquirida. Tal deficiencia resulta en el aumento en la
concentracién de glucosa en la sangre, la cual dafia algunos de los sistemas del
cuerpo en particular vasos sanguineos y nervios (1,2).

En el afio 2000, la Organizacién Mundial de la Salud estim6 que la DM afecta a
nivel mundial a 171 millones de personas y en México a 2 millones. Una de cada

20 muertes se atribuye a esta enfermedad (1,2).

La DM se clasifica en dos tipos principales: Tipo 1 (insulino dependiente) se
caracteriza por la falta en la produccién de insulina de las células B del pancreas.
Este padecimiento se presenta con mayor frecuencia en nifios y adolescentes. La
tipo 2 (no insulino dependiente), se debe a la resistencia de la accién de la
insulina. Es la mas comn, constituye el 90% de los casos en el mundo y afecta
principaimente a los adultos. Un tercer tipo es la diabetes gestacional que
tnicamente se desarrolla durante el embarazo en la que existe una hiperglucemia
sérica y al termino de la gestacién desaparece (1,2).

La etiologia de esta enfermedad es multifactorial, en la tipo 1 los factores son
genéticos, ambientales e inmunolégicos que finalmente llevan a la destruccion de
las celulas beta del pancreas, en la tipo 2 la etiologia es influenciada por factores
genéticos y ambientales que condiciona resistencia a la insulina y/o a una
secrecion disminuida de insulina (1,2).



La diabetes tipo 1 se caracteriza por la presencia de poliuria, polidipsia, pérdida de
peso y fatiga. La diabetes tipo 2 presenta sintomas menos evidentes y ocurren de
forma tardia cuando las complicaciones ya se han presentado.

El diagnéstico se realiza de acuerdo a uno de tres criterios, de acuerdo a la
Asociacién Americana de Diabetes (ADA) y la Organizaciéon Mundial de la Salud:
1. La presencia de sintomas clasicos (polidipsia, polifagia, poliuria y pérdida de
peso), con el hallazgo casual, sin considerar el tiempo pasado desde la titima
comida, de un nivel de glucosa en sangre (glucemia) por encima de 200 mg/dL
(11.1 mmol/L); 2. Una glucosa en ayunas superior a 126 mg/dL (7 mmol/L); 3. La
presencia de unos niveles de glucosa por encima de 200 mg/dL (11.1 mmol/L) en
un analisis de dos horas posterior a una sobrecarga oral de glucosa de 75 gramos
(prueba realizada segun los criterios de la OMS). El hallazgo aislado de cualquiera
de estos criterios no es suficiente para establecer el diagnéstico. Debe confirmarse

en dias posteriores con el mismo, o, con alguno de los dos restantes (1,2).

Las complicaciones de la diabetes mellitus se clasifican como agudas y cronicas.
Dentro las agudas se encuentran la cetoacidosis diabética, que se presenta en la
tipo | y el estado hiperosmolar no cetogénico (tipo 2). Las complicaciones crénicas
se dividen en vasculares y no vasculares. Las vasculares se subdividen en
microvasculares (retinopatia, nefropatia y neuropatia) y las macrovasculares
(enfermedad coronaria, vascular periférica y cerebrovascular) (3).

Las complicaciones microvasculares de la DM tipo 1 y 2, se deben a la presencia
de hiperglucemia crénica y en las complicaciones macrovasculares este factor atn
no es concluyente. Se han propuesto tres teorias acerca del efecto de la
hiperglucemia en las complicaciones crénicas de la diabetes. Una, es el
incremento en la glucosa intracelular que lleva a la formacién avanzada de los
productos finales de la glucosilacion (AGEs) de la via no enzimética de la
glucosilacion celular proteica. La glicosilacién no enzimética resulta de la
interaccién de glucosa con grupos amino de proteinas. Los AGEs se unen a
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proteinas (como la colagena, proteinas de la matriz extracelular), acelera la
aterosclerosis, promueve la disfuncion glomerular, reduce la sintesis de oOxido
nitrico, induce disfuncién endotelial, altera la composicién de la matriz extracelular
y su estructura. La segunda, propone explicar que el incremento del metabolismo
de la glucosa via sorbitol. La glucosa intracelular es predominantemente
metabolizada por fosforilacién y glictlisis subsecuente, pero cuando la glucosa
intracelular incrementa, parte de la glucosa se convierte a sorbitol por la via de los
polioles a través de la enzima aldosa reductasa. El incremento de las
concentraciones de sorbitol afecta severamente aspectos de la fisiologia celular,
disminucién de mioinositol y alteracién del potencial redox. La tercera, propone
que la hiperglucemia aumenta la formacion de diacilglicerol (DAG) que conduce a
la activacién de algunas isoformas de la proteina cinasa C que afecta las
funciones celulares, por ejemplo, la proteina cinasa C activada por glucosa altera
la transcripcién de genes de fibronectina, colagena tipo 1V, proteinas contractiles y
otras. Finalmente, el estrés oxidativo y la generacién de radicales libres,
provocado por la hiperglucemia podria promover el desarrollo de las

complicaciones de esta enfermedad (3-10).

Pie diabético

Se denomina pie diabético al proceso infeccioso, isquémico o ambos, de los
tejidos del pie que abarcan desde una lesién cutdnea hasta gangrena con
osteomielitis. La presencia del pie diabético se debe a cambios en los vasos
sanguineos y nervios, que llevan a ulceracién y amputacion del miembro. Resulta
de la enfermedad vascular y neurolégica. Es la causa mas comln de una
amputacién de origen no trauméatica de la extremidad inferior (11) como se
muestra en la figura 1. La presencia de neuropatia periférica provoca que el pie
presente dafio por traumatismo y debido a lesiones de las fibras mielinizadas
sensoriales, grandes y pequefias, con reduccién de la percepcién de las
sensaciones propioceptivas: vibracién, tacto, temperatura y dolor. Las fibras
motoras también se encuentran afectadas, éstas sufren la disminucién de la



velocidad de conducciéon motora y presentan una reduccién o ausencia de los
potenciales de accion de los musculos intrinsecos del pie. Lo anterior propicia una
anormal distribucién de los puntos de presién y del peso corporal con la aparicion
de ulceraciones. La ulcera sirve de puerta de entrada a las bacterias y provoca
sepsis. También oblitera las arterias digitales con la disminucion de la perfusion
tisular y difusion del proceso infeccioso hacia el interior (12).

Figura 1. Fisiopatologia del proceso infeccioso en el pie diabético. Tratado de Pie Diabético.
Fisiologia Cap. Il.BlanesJll et al 1996.

Apoptosis

La apoptosis es un proceso natural que mantiene la homeostasis durante el
desarrollo embrionario y el desarrollo de los tejidos durante el crecimiento del
organismo. Este proceso es fundamental para mantener el sistema inmune viable
y su inhibicién puede contribuir a la enfermedad inmune (13-15).

Se identifican dos vias por las cuales se activa este proceso, la via extrinseca y la
via intrinseca. En la via extrinseca, tipo | o ligando de muerte, intervienen
receptores celulares de la familia del receptor del factor de necrosis tumoral, TNFR
(TNFR1, DR5/DR4 y Fas CD95/APO-1) que desencadenan la activacion de
caspasas. Las caspasas son una familia de cisteina proteasas que actian como
reguladoras centrales de la apoptosis.



Las caspasas iniciadoras 8, 9, 10 y 12 responden a sefiales proapoptéticas y a su
vez activan a caspasas efectoras 3, 6 y 7. Estas dltimas actian a nivel del
citoesqueleto y las proteinas nucleares para inducir apoptosis.

Mientras que la via intrinseca, tipo |l o mitocondrial, comienza por la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial, que producen la luz ultravioleta,
hipoxia, drogas y alteraciones en el transporte de la glucosa. El citocromo ¢
liberado por la mitocondria activa a la pro-caspasa-9 con un complejo de proteinas
para formar el apoptosoma en el citosol, asi se forma la caspasa 9, que a su vez
activa la cascada de caspasas. El proceso de permeablilizacion de la membrana
mitocondrial (MOMP) se encuentra regulado por proteinas de la familia Bcl-2, que
se dividen en dos tipos: antiapoptéticas y proapoptéticas. Las proteinas
antiapoptéticas incluyen Bcl-2 que impiden la liberacién del citocromo ¢ y la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial. Las proteinas proapoptéticas son

del tipo BH y las BH3 como se muestra en la figura 2.

52 &

 — Muerte

T

Figura 2. Via extrinseca e intrinseca de la muerte celular programada. Guias practicas para el
laboratorio de inmunologia. Actualidades diagnosticas de las enfermedades autoinmunes y
reumatolégicas 2005. Ma. L. Irigoyen Coria.V.C. Bekker Méndez Cap. 2 Editorial MFM 2005.



Cuando una célula se encuentra en apoptosis, morfolégicamente se observa
condensacion del nicleo y fragmentacién, formacidon de cuerpos apoptéticos que
luego son digeridos por macréfagos y previenen la liberacion del contenido
intracelular a los tejidos adyacentes. Existen diversas técnicas para identificar la
presencia de apoptosis, como se muestra en el cuadro 1, como TUNEL (Terminal-
deoxinucleotidyl-transferase-mediated dUTP-digoxigenin nick end labeling) para
deteccion tardia de apoptosis, ISEL (marcaje de los extremos in Situ) (16), la
determinacién de anexina V para deteccién temprana de apoptosis, y de proteinas
de superficie como Fas receptor (CD95/APO-1) y la unién de su ligando Fas
(Fasl) representan la activacién de la via extrinseca de la apoptosis, las caspasas
como la caspasa 3 representa la confluencia de la activacion de las dos vias de la
apoptosis y Bcl-2 que representa a la via intrinseca que impide la liberacion del
citocromo c y a su vez inhibir la apoptosis (17-22).

Cuadro 1. Técnicas Usadas para la Deteccion de Células Apoptéticas en Tejidos*

Morfologia de Células Apoptoticas

Microscopia de luz

Tincién nuclear: Hematoxilina-Eosina (H-E), verde de metilo, rojo nuclear etc.
Microscopio de fluorescencia

Tincién nuclear DAPI, loduro de propidio, Toto-3, etc.
Microscopia electrénica

Fragmentacién de ADN

Terminal transferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL)
In situ nick translation (ISNT)

In situ hibridacién de AND,ruptura: oligonucleotidos, poly (A), etc.
Cambios de Membrana en Células Apoptéticas

Anexina V marcaje in vivo

Inmunchistoquimica Apoptosis Asociado a Proteinas
Caspasa-3 activada

Citoqueratina-18

Poly(ADP-ribosa)

Transglutaminasa de tejidos.

Stadelmann Ch, Lassmann H. Detections of apoptosis in tissue sections. Cell Tissue Res
2000; 301:19-31
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Prueba de TUNEL

Las células apoptéticas pueden detectarse mediante inmunohistoquimica, TUNEL
que se caracteriza por el marcaje de los extremos terminales del 3' OH (oxidrilo)
del DNA fragmentado de doble cadena o una sola cadena de las células
apoptoéticas con la polimerasa Terminal Deoxinucleotidil Transferasa, este marcaje
se realiza con nucleétidos biotilinados (uridina acoplada a biotina) en la direccién
3" a 5°. La biotina se detecta con la unién de estreptavidina marcada con una
enzima. Cuando el sustrato incoloro de la enzima se afiade a la seccion de tejido o
al cultivo celular, reacciona para producir un precipitado coloreado sélo en las
células que han sufrido apoptosis (23), como se muestra en la figura 3.

La prueba de TUNEL para la deteccion de células apoptoéticas es confiable,
sensible y especifica acorde al tejido utilizado (24) ademas permite una mayor
sensibilidad cuando existe un mayor grado de fragmentacion del DNA. Sin
embargo, el rango de sensibilidad depende del procesamiento del tejido por lo que
en esta parte del procedimiento cominmente se necesita realizar modificaciones.
En la técnica de TUNEL se ha encontrado que la sensibilidad puede afectarse
cuando se aplica a tejidos embebidos en parafina, y puede ocurir por: Una
incorrecta fijacion del tejido (autdlisis), por la obtencién de un grosor inespecifico
(corte) y el tipo de métodos de calentamiento (recuperacion de antigeno) para la
fragmentacién de DNA. Cuando se combinan estos tres factores, esto puede
contribuir a la presencia de un marcaje inespecifico o ausencia de marcaje (25).

Las papmas opladas 4 s
| hmahm ‘ uﬁﬁmml |Mm&?
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Flgura 3. INMUNOBIOLOGIA El S|stema Inmunitario en Condiciones de Salud y Enferrnedad 2
Edicion pagina 648 Apéndice | Herramientas del inmundlogo Charles A. Janeway, jr 2004.



Justificacion

La DM a nivel mundial y en nuestro pais es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad, asi como de las complicaciones como el pie diabético.
Para identificar la presencia de apoptosis en diversos tejidos, es necesario realizar
la estandarizacién de las técnicas para su deteccion temprana y/o tardia (25).
Unicamente se ha reportado un estudio realizado para detectar apoptosis en
tlceras de pacientes con pie diabético el cual fue realizado con la técnica de
TUNEL (26). Es importante estandarizar la Técnica de TUNEL en pacientes con
pie diabético, y para que un futuro se determine la posible participacién de la
apoptosis en los mecanismos de ésta enfermedad. Por lo tanto en este estudio, se
pretende detectar la presencia de apoptosis en los vasos sanguineos de pacientes
con pie diabético con la técnica de TUNEL.



Pregunta de investigacion

¢ Es posible detectar la apoptosis en vasos sanguineos de pacientes con pie
diabético con la técnica de TUNEL?



Objetivo

Detectar la presencia de apoptosis en vasos sanguineos de pacientes con pie
diabético con la técnica de TUNEL.
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Material y métodos

El estudio comprendié cortes histolégicos (piel y paquete neurovascular) obtenidos
del limite quirdrgico de la regién supracondilea y falanges del miembro pélvico
amputado de 10 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de los cuales 6
corresponden al sexo masculino y 4 al sexo femenino. El diagnéstico fue fascitis
necrosante de miembro pélvico y/o necrobiosis diabética. La edad promedio de los
sujetos fue de 56 afios, +15 afios con un promedio de evolucion de la diabetes
mellitus de 11 afios + 9.4 afios y diagnéstico histopatolégico (cuadro 2). No se
incluyeron las muestras de pacientes con falla organica multiple no reversible. Se
utilizaron como controles positivos dos muestras de pacientes con carcinoma de
colon.

Las muestras de los pacientes con fascitis necrosante y de cancer de colon,
habian sido procesadas con la técnica convencional para microscopia de luz,
fueron fijadas en formaldehido amortiguado al 10% durante 24 horas e incluidas
en parafina (27).

Todas las muestras se bloquearon con peroxido de hidrogeno en metanol al 0.3%
solucion salina de fosfatos PBS pH 7.4 durante 20 minutos y se lavaron 2 veces
con (PBS) 2 veces durante 5§ minutos.

Una prueba inicial se realizé para la recuperacion del antigeno con dos pre-
tratamientos en las muestras de arteria de pie diabético y carcinoma de colon; uno
con una olla de presién a 121°C durante 30 minutos, aproximadamente a una
presién de 15 PSI=103kPas y otro en un horno de microondas a 3 y 10 minutos a
600 W, los cuales mostraron diferencias en la preservaciéon, morfologia e
intensidad de marcaje de las células, demostrando que el pre-tratamiento con la
olla de presion fue mejor. Como parte del control metodolégico de la técnica de
inmunohistoquimica se corrobord que la intensidad del marcaje de las células de
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los vasos sanguineos de pie diabético con TUNEL fueran similares al control

positivo, por lo tanto la técnica fue adecuada.

Para detectar apoptosis en células endoteliales de la pared vascular en pacientes
con pie diabético, se utilizé el método convencional descrito por Negoescu A, et
al., 1998 (28), con el kit de los reactivos de “In Situ Cell death detection kit, POD"
(Cat No. 1 684 817 Roche Applied Science Mannheim, Germany). A las muestras
se les agrego 50 pl del reactivo de TUNEL y se incubaron en una camara himeda
durante 60 minutos a 37°C. Después se lavaron las laminillas con PBS al 0.1M pH
7.4, tres veces y se le agregd un conjugado secundario anti-fluoresceina- POD,
incubandose 30 minutos a 37° C, enseguida se revel6 con el cromogeno
denominado 3,3"-diaminobenzidina tetrahidroclorhida (DAB) (dilucién 1:10) y se
tiferon con Hematoxilina de Mayers DAKO® (Lillie’s Modification) (Anexo ).

A los controles positivos de carcinoma de colon se les adicionaron 50 pl de
DNAasa grado | [3000 U /mL- 3 U/mL en 50 mM Tris-HCI, pH7.5, 10mM MgCi2
1mg/mL BSA] a 37°C durante 10 minutos, para que los controles positivos
demostraran la presencia de apoptosis en glandulas del epitelio estratificado
(mucosa) y corroborar la eficiencia y veracidad de la técnica de TUNEL.

El control positivo, se proceso para la deteccion de apoptosis en colon, con
digestion del tejido por DNasa grado | reveld la presencia de nicleos de células
del epitelio glandular estratificado intensamente positivas para apoptosis (Fig. 4A),
que se comobord con técnica habitual de Hematoxilina-Eosina al mostrar la
presencia de neoplasia epitelial maligna con perdida de la estructura glandular y
del epitelio glandular, con nucleomegalia, nucleblos aparentes y mitosis atipica,
asi como células con citoplasma eosinéfilo y nucleo picnético que sugirieron
apoptosis.
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En las muestras se obtuvo una intensidad de marcaje Optima
con TUNEL ya que se alcanzd una intensidad similar a la que se esperaba con
respecto al control positivo. Los resultados de la aplicacién de la técnica
modificada de TUNEL para identificar la apoptosis de las arterias de pacientes con
pie diabético y de los controles positivos en las células apoptéticas de las
glandulas de carcinoma de colon, se realizé por un patélogo y mediante
microscopia dptica se observd una tincién color marrén en aquellas células que se

encontraron en apoptosis.

Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersion
y analitica para evaluar la concordancia intra-observador con Kappa y la

consistencia intema con el coeficiente de correlacién intra-clase, considerando
como significativa una p < 0.05.
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Cuadro 2. Caracteristicas generales de los pacientes con pie diabético

19

Paciente Edad Diagnéstico de ingreso  Evolucién Duracién de Procedimiento Diagnéstico histopatolégico.

(afios)/ DM (afios) los sintomas quirdrgico
género (dias)

1 46M Pie diabético 10 15 Amputacidn Vasos de mediano calibre con hiperplasia de la media que obstruyen su luz en un 40%.
complicado/Fascitis necrosante Supracondilea, miembro  Piel y tejidos blandos sus alteraciones a 15 em de sitio de lesidn.

pélvico derecho.

2 56M Insuficiencia renal aguda/pie 24 %0 Amputacidn Necrosis, con vasos superficiales y profundos trombosados, oclusién de arteria humeral
diabético complicado/Fascitis Supracondilea miembro  y compromiso inflamatorio.
necrosante tordxico

izquierdo/ Amputacién
falanges miembro
tordxico derecho;
miembro pélvico
izquierdo.

3 52m Pie diabético 17 19 Desarticulacién de cadera  Arteriosclerosis de vasos de mediano y gran calibre que obstruye la luz en un 20-40%
complicado/Fascitis necrosante miembro pélvico con calcificacion de Monckeberg, Der paniculitis aguda fibrinopurulenta con

derecho. Actinomices sp y foliculitis cronica aguda. Tofos gotosos en la unidn dermosubcutanea.
Miostis aguda y crénica con moderada atrofia.

4 BA/F Pie diabético 18 15 Falanges miembro Ortejo que sira vasos de pequefio y mediano calibre con hiperplasia de la media y
complicado/Necrobiosis pélvico la intima en un 80% con trombos antiguos recanalizados. Piel y tejidos blandos con
diabética derecho/Amputacién necrosis e inflamacién aguda, limites quirirgicos con trombos antiguos recanalizados ¢

supracondilea. inflamacién aguda. Limite quinirgico 8 5 cm con hipertrofia de la media de vasos de
pequefio y mediano calibre que obstruyen su luz en un 40-80%. [nflamacién crénica
leve.

5 kL Fascitis necrosante/Sindrome 2 7 Amputacién Ateroesclerosis que afecta vasos del limite quirirgico popliteo y tibiales anteriores y
compartamental supracondilea miembro  posteriores que obstruyen la luz hasta en un 70%, con trombos antiguos y recientes que

péivico derecho. afectan principalmente vasos plantares. Necrosis de piel y tejidos blandos. Inflamacién
:gudn que afecta limite quinirgloo Ulcera de region plantar de 10 cm de didmetro.

6 53mM Fascitis necrosante 1 6 Amputacidn g de arteria fe , vaso que parece corresponder a vena con hiperplasia que
supracondilea de abs!ruyc su luz en un 30%. Blopm a 10 cm arriba de la rodilla piel y tejidos blandos
miembro pélvico que no presentan alteraciones, vasos con hiperplasia de la media. Biopsia a 15 cm
derecho. arriba de la rodilla piel y tejidos blandos sin infiltracién, vasos con hiperplasia de la

media.

7 64/F Fascitis necrosante 10 5 Desarticulacion de cadera  Importante afeccion a tejidos con mala respuesta a tratamiento médico y quinirgico.
miembro pélvico
derecho.

8 46M Fascitis necrosante/ Pie 11 34 Desarticulacion de cadera  Tejidos a Scm de borde quiriirgico piel, tejidos y misculo con inflamacién aguda focal

diabético complicado miembro pélvico con vasos de mediano calibre con hiperplasia de la media y la intima que obstruyen su
derecho, luz en un 70-80%. Tejidos que corresponden a misculo estriado con inflamacidn aguda
¥ . Vasos de pequefo calibre con obstruccitn del 50%.

9 T4/F Fascitis necrosante 1 21 Amputacién " Ateroesclerosis complicada (calcificacion distrdfica) que obstruye la luz hasta en un
supracondiles, miembro  95% de vasos popliteos y un 40% en vaso de tibial posterior, anterior y pedias.
pélvico izquierdo. - Necrosis isquémica de piel y tejidos blandos de ortejo2 y §

- uleera en cara lateral externa de pie y pierna.

10 65/F Fascitis necrosante/Miembro 11 34 Desarticulacién de cadera  Aterosclerosis de Monkeberg obstruye luz en vaso 30% afectando limite quirirgico
pélvico derecho miembro pélvico tibial posterior, anterior, plantar y pedia con hiperplasia de la media que obstruye su

derecho. luz en un 90% con reciente formacién de trombo, ulcera de 18cm de didmetro que

o afecta piel y tejidos blandos con abundante inflamacién aguda y necrosis. Ausencia de

w 1X2 ortejos.




Resultados

El procedimiento original de TUNEL en los cortes de piel de pie diabético se
observaron vasos sanguineos (arterias y venas) con la presencia de apoptosis en
el nucleo de células endoteliales, en las células musculares lisas de vasos de
pequefio y mediano calibre con aplanamiento de la capa endotelial, hiperplasia
concéntrica de la capa media o muscular que llegan a obstruir la luz del vaso
hasta en un 90% (Fig. 4 B y C). En algunas arterias de pequefio calibre se
observaron trombos antiguos y de reciente formacién (Fig. 5. Ay B).

También se observaron células apoptéticas en epidermis y en células inflamatorias
de la dermis papilar (Fig. 6) indicio de inflamacion aguda constituida por
polimorfonucleares, con histiocitos y linfocitos, ademas de apoptosis en las células
de Schwann del nervio periférico (Fig. 7).

Se evalu6 la concordancia intra-observador con Kappa que fue de 0.7 (p < 0.05) y

la consistencia interna con el coeficiente de correlacion intra-clase de 0.75
considerando como significativa una p < 0.05, la cual fue aceptable.
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Fig. 4 A Control positivo de carcinoma de colon con Técnica de TUNEL con previa digestion por
DNasa grado |, revelé la presencia de nucleos de células del epitelio glandular estratificado
(mucosa) intensamente positivas de apoptosis. B En corte de vaso sanguineo de pie diabético se
observan nicleos positivos en las células aplanadas del endotelio vascular, asi como en células
musculares de la capa media de vasos de mediano calibre (100X).
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Fig. 4C Con el método de TUNEL se observa vasos sanguineos (artenas y venas) aplanamiento
de la capa endotelial, hiperplasia concéntrica de la capa media o muscular (100X).
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Fig.6Ay B Con la tincién hematoxilina-eosina (H-E) se observa la fonmdén de trombos en vasos
de mediano calibre de limite quirdrgico (40X).

Fig. ¥ Corta de piot on €l Gt 2 Obecrun Fig. 7 Corte transversal de nervio que
células en apoptosis con TUNEL en epidermis y muestra apoptosis con TUNEL en

en células inflamatorias de la dermis papilar. células de Shwann (100X).

(100X).
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Discusion

El principal objetivo del estudio fue la deteccién de apoptosis en vasos sanguineos
de paciente con pie diabético con la técnica de TUNEL, en el cual tanto la fijacion
como el pre-tratamiento de los tejidos es crucial para tener un resultado 6ptimo en
tinciones de rutina histoldgica como en tinciones especiales como la aplicacién de
la técnica de TUNEL. Las consecuencias de un procesamiento inadecuado de los
tejidos pueden traer como consecuencia alteraciones estructurales y por lo tanto
falsos positivos (29).

Diversos procedimientos se han utilizado para la recuperacién del antigeno tales
como horno de microondas, bafio maria, olla de presion y autoclave (30). Cattoretti
et al, 1993 reporta que los resultados de los diferentes métodos de calentamiento
usados para la recuperacion del Antigeno Retroviral a través de
inmunohistoquimica son similares; sin embargo, se debe tener en cuenta las
condiciones y recomendaciones de los materiales a utilizar. Este procedimiento se
considera como el punto crucial en el procesamiento de los tejidos embebidos en
parafina, lo cual ha sido necesario modificar con la aplicacién de diversas técnicas
para regular o controlar la temperatura de acuerdo al tejido a estudiar.

En este estudio se utilizé la recuperacién del antigeno mediante calor y presion
con olla de presién, la cual incrementé la sensibilidad del procedimiento de
imunohistoquimica al obtener una temperatura 6ptima y resultados satisfactorios
en comparacién con el horno de microondas. En el que se observo tanto en los
controles de carcinoma de colon y en los vasos de pequefio y mediano calibre un
marcaje similar.

En este estudio se comprobé que la intensidad del marcaje fue satisfactoria ya que
al ajustar el tiempo, la presion y la temperatura fue adecuada para permitir la
desnaturalizacién de proteinas, enzimas end6genas y de los enlaces cruzados de
los aldehidos del tejido procesado. Esto con la finalidad de expresion de los
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epitopes de los tejidos (31). Nosotros vimos que la recuperacion del antigeno con
la olla de presién y el amortiguador de citrato de sodio, es un método efectivo.
Este método es muy similar al reporte del uso de microondas como fuente de calor
(30).

La técnica de TUNEL (Tdt-mediated x-duTP nick end labeling) (31) es la mas
utilizada para cuantificar células apoptéticas ya que permite también identificar al
tipo celular afectado, a pesar de sus limitaciones esta técnica, detecta la
fragmentacion del DNA por DNasas endégenas, paso final de la muerte por
apoptosis. Recientemente su especificidad se ha cuestionado por el grupo de
Fujiwara (32,33), con microscopia electronica observé células positivas con
TUNEL que correspondian a miocitos necréticos o en proceso de reparacion de su
DNA.

Los estudios que compararon la técnica de TUNEL con otras mas especificas que
diferian en el clivaje de DNA por necrosis o apoptosis (marcacién con Taq
polimeras) (34) mostraron indices apoptéticos casi idénticos con ambas técnicas
(35), validando asi su utilizacién. Tanto la técnica de TUNEL como las otras
utilizadas (microscopia electrénica, medicién de la actividad de caspasas, geles de
agarosa para observar el clivaje de DNA caracteristico, etc) evalian parametros
en la etapa final de la apoptosis.

La muerte celular es un fenémeno crucial para el desarrollo normal y la
hemostasia de los organismos, pero también juega un papel importante en varias
patologias. Hay muiltiples vias que llevan a la muerte celular, la activacion de
caspasas, efectos a nivel mitocondrial y/o presencia especies reactivas de oxigeno
(36).
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Existe evidencia de la posible participacién de la apoptosis en enfermedades
vasculares como en la aterosclerosis (37) y en la enfermedad isquémica (infarto al
miocardio) (38). En la diabetes mellitus la presencia de aterosclerosis y la
enfermedad isquémica contribuyen a la morbilidad de esta enfermedad, cabe
mencionar que la presencia de hiperglucemia y otros factores como el aumento en
la concentracion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se relacionan con el
aumento del estrés oxidativo y ademas la hiperglucemia inducen apoptosis como

se ha documentado en las células endoteliales y tubulares renales (39).

Debido a la escasa informacion acerca de la fisiopatologia del paciente con pie
diabético y a la posible participacién de la apoptosis en vasos sanguineos, fue
importante realizar la deteccién de apoptosis con la técnica de TUNEL en vasos
sanguineos para efectuar estudios en un futuro en estos pacientes con esta
técnica y la posibilidad de determinar los posibles mecanismos 6 la participacion
de la apoptosis en esta enfermedad.
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Conclusiones

1.- La Técnica de TUNEL aplicada en tejidos embebidos en parafina, (vasos
sanguineos) de pacientes con pie diabético fue eficaz y/o apropiada ya que
detect6 apoptosis en células del endotelio vascular y de la capa muscular.

2.- Las modificaciones realizadas en esta técnica fueron Optimas para la
identificacién de apoptosis, ya que la sensibilidad radica en el tipo de tejido a
procesar y a estudiar.

Perspectiva

La técnica de TUNEL ayudara en la identificacion de apoptosis tardia en células
endoteliales y capa muscular de vasos sanguineos de pie diabético y podria en un
futuro implementarse para el estudio de la fisiopatologia de la enfermedad de los
pacientes con pie diabético.
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Anexo |

TECNICA DE TUNEL

1. - Realizar cortes histolégicos a 3 pm
2.- Adherir cortes histolégicos en laminillas electrocargadas.
3.- Desparafinar a 60°C en horno seco 30minutos.
4.- Hidratacion:
A. Realizar un bafio de Xyleno de 8 minutos.
B. Realizar un bario de etanol al 96% de 5 minutos.
. Realizar un bafio de etanol al 90% durante 5 minutos.

. Realizar un bafio de etanol al 80% durante 5 minutos.

m o O

. Realizar un bafio de etanol al 70% durante 5 minutos

F. Realizar un bafio de agua destilada durante 5 minutos.
5.- Incubar control positivo con 40ul de DNAsa a 37°C por 10 minutos (1mg/m).
6.-Bloquear con peroxido de hidrégeno en metanol al 0.3% PBS 7.4 pH durante 20
minutos.
7.-Lavar e introducir las laminillas en agua destilada durante 5 minutos.
8.- Lavar con solucién salina de fosfatos (PBS) 1M, pH 7.4 2 veces por 5 minutos.
9.- Recuperacion de antigeno: Citrato de sodio al 0.1 M, pH 6.0 30 minutos en olla
de presién a 15 USP.
10.- Preparacion de la mezcla de reaccion de TUNEL®/n Situ Cell death detection
kit, POD" (Cat No. 1 684 817 Roche Applied Science Mannheim, Germany): Tomar
vial 1 que es la solucién enzimatica y vial 2 solucién de marcaje utilizando 50 pl de
reaccion de TUNEL por muestra y 2 controles negativos utilizando 50 pl de la
solucién de marcaje para cada control.
1.1 Quitar 100 pl del vial 2 solucién de marcaje para tener dos controles negativos
2.1 Agregar un volumen total de 50 pl de solucién enzimatica vial 1 a los restantes
450 pl solucién de marcaje en el vial 2 para obtener 500 pl de la reaccién de
mezcla de TUNEL.
3.1 Mezclar bien para equilibrar componentes.
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Procedimiento:

1) Lavar laminillas 2 veces con PBS.

2) Agregar 50 pl d reaccién de TUNEL a las muestra.

Nota: para el control (-) agregar 50ul de solucion de marcaje.

3) Incubar durante 60 minutos a 37°C en una atmosfera himeda y en
obscuridad.

4) Lavar laminillas 3 veces con PBS

5) En este paso las muestras pueden ser analizadas con una gota de PBS

bajo microscopia de luz fluorescente en un rango de onda de 450-500nm y
de 515-565 nm en verde.

Conversion de sefial:

1.- Agregar 50 pl de Convertidor POD (vial 3) a las muestra.

2.- Incubar las muestras en camara humeda por 30 minutos a 37°C.

3.- Lavar las laminilla 3 veces con PBS

4.- Agregar 50-100 pl de sustrato DAB o alterativamente sustrato POD. Tomar
100 pl de DAB sustrato (Cat. No. 1718096) en 900 pl del amortiguador.

5.- Introducir las laminillas en agua destilada al visualizar un color café marrén

sobre los tejidos.
Tincién de Hematoxilina de Mayers DAKO® (Lillie’s Modification)

1.- Introducir las laminillas durante 1 minuto en la hematoxilina

2.-Adicionar agua caliente hasta eliminar totalmente el colorante aproximadamente
30 minutos

3.- Deshidratar

4 - Montar las laminillas con resina sintética.
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