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RESUMEN.
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Area de estudio: Morfologia. Candidato a grado de Doctor en Ciencias
con Orientacion Terminal en Morfologia.

Propdsito y método del estudio. Hasta hoy se han evaluado los efectos del material de sutura solo
en arteria muscular y entre las suturas mas estudiadas se encuentran: nylon, poliglactina,
polipropileno y polidioxanona. No se ha estudiado la respuesta a la sutura en el resto de los
conductos (es decir, arteria elastica y vena). En este trabajo se caracterizaron los efectos de las
suturas en diferentes tipos de vasos sanguineos. Se realizaron microanastomosis vasculares termino-
terminal en aortas (elastica), arterias femorales (muscular) y venas cavas de ratas Wistar con
polidioxanona, polipropileno y seda como materiales de sutura. Se encontrd que la arteria elastica
presenta un engrosamiento transitorio de la tinica media cuando se emplea cualquiera de los
materiales de sutura. En la arteria muscular se observo un engrosamiento transitorio de la tdnica
media solo cuando se utilizo seda como material de sutura. En la vena no se encontraron cambios
con ninguno de los materiales de sutura.

Contribuciones y conclusiones. Los resultados del presente estudio nos permiten descartar a estos
materiales de sutura como un factor que pudiera estar involucrado en complicaciones tales como
trombosis, restenosis o formacion de placas ateromatosas. Inferimos que el material de sutura no
esta involucrado en las complicaciones (trombosis, restenosis y placas ateromatosas) de la cirugia
de revascularizacion, por lo que se deben estudiar otros factores como los cambios de presion y el

microambiente que pudieran explicar las variaciones en la evolucion clinica.
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Dr. med. Santos Guzman Lépez



Capitulo 1.

Introduccion.

Durante la década de los afios 30 existio un gran interés por parte de los cirujanos para
proveer un flujo arterial adecuado al corazon isquémico. La cirugia de revascularizacion al
tejido miocardico fue desarrollada por Gordon Murray en 1937, pero fue Vineberg en 1946,
el primero en describir tres técnicas experimentales para realizar esta cirugia utilizando la
arteria toracica interna. El objetivo de la cirugia de revascularizacién miocéardica es proveer
un conducto que al ser colocado en las arterias coronarias tenga una larga permeabilidad y
adecuada perfusion al tejido miocardico, con la consecuente mejoria clinica del paciente

(Canaver, 1995).

Existen una multitud de factores que intervienen en la eleccion de un hemoducto para la
cirugia de revascularizacion. Estos factores podrian dividirse en 3 grupos: relacionados al
paciente, a las caracteristicas de los hemoductos y a la complejidad del acto quirdrgico.
Entre los factores relacionados al paciente, el mas importante es la sobrevida, la edad, las
condiciones clinicas y la disponibilidad de los hemoductos. Las caracteristicas de los
hemoductos que influyen en la eleccion son su disponibilidad, la localizacion anatémica, la
predisposicion a cambios histopatoldgicos (trombosis, hiperplasia de la intima, ateromas).
La complejidad del acto quirtrgico en si mismo y la experiencia del cirujano en la

utilizacion de determinado hemoducto son factores que también pueden influir.

Las diferencias morfologicas existentes entre los conductos podrian explicar la superioridad
de alguno de ellos (Del Campo C, 2003). Los hemoconductos que se han empleado en la

cirugia de revascularizacion en la actualidad son (en orden por su frecuencia de



utilizacion): arteria toracica interna (ATI), vena safena mayor (VS), arteria radial (AR),
arteria gastroepiploica derecha (AGED). También se han utilizado las arterias intercostales
(Al), esplénica (AE), epigastrica inferior (AEI), cubital (AC) y la vena safena menor

(VSm).

Arteria Toréacica Interna (ATI).

La ATI se origina de la primera porcion de la arteria subclavia y tiene una trayectoria
descendente, profundamente a la pared anterior del torax hasta llegar al sexto espacio
intercostal donde se divide en sus ramas terminales: musculofrénica y epigastrica superior
(Moore, 2003). La ATI tiene una trayectoria paraesternal y es acompariada por un par de
venas y el nervio frénico, se encuentra superficialmente al masculo transverso del térax que
la separa de la pleura. Esta arteria puede emitir algunos ramos a estructuras mediastinicas
(para el timo) y la rama pericardicofrénica que acompafia al nervio frénico. La ATI es
principalmente eléstica y tiene un &rea de seccién transversal (intraluminal) promedio de

1.9 mm? en su parte proximal (Van Son JAM et al., 1993).

Su uso en la cirugia de revascularizacién fue introducido por Effler (1965), quien demostro
que el flujo de sangre hacia el miocardio mejoraba al utilizar implantes de ATI. En Febrero
de 1968 se realiz6 por primera vez en Estados Unidos una anastomosis ITA-LAD

(descendente anterior izquierda).

El estudio clasico del grupo CASS (Coronary Artery Surgery Study) se desarrollo para
evaluar el beneficio clinico del uso de la ATI en la cirugia de revascularizacion. El

seguimiento de los pacientes en este estudio multicéntrico tuvo una media de 16.8 afios. Se



concluye que el uso de la ATI es un predictor favorable en el pronostico y sobrevida del

paciente.

La arteria toracica interna es hasta hoy el mejor injerto para revascularizacién miocéardica,

debido a su alta resistencia a la aterosclerosis (Del Campo C, 2003).

Vena Safena Mayor (VS).

La vena safena mayor, de mediano calibre, se origina por delante del maleolo interno de la
tibia como una continuacion del plexo venoso dorsal. Sigue la cara interna de la tibia hasta
la rodilla donde cruza por detrés del condilo medial del fémur e ingresa al muslo donde
termina atravesando la fascia cribiforme para drenar en la vena femoral. La vena safena
menor recibe tributarias de la pierna y del muslo, comunica libremente con la vena safena

menor.

En junio de 1968, Rene Favaloro utilizé por primera vez la vena safena en combinacion con
la ATI para una anastomosis con la arteria descendente anterior. Al afio siguiente la vena

safena ya era utilizada como injerto coronario en nUMerosos centros.

La vena safena constituye mas del 70% de los conductos empleados como injertos
coronarios debido a su disponibilidad y facilidad técnica para su extraccion (Golbasi I,

2005).



Arteria Radial (AR).

La AR es una rama de la arteria braquial que tiene un trayecto distal hacia la mano, en su
extremo proximal es cubierta por el musculo braquiorradial (supinador largo) y en su
extremo distal es superficial hasta llegar a la mufieca donde cambia de direccion hacia la
cara posterior de la mufieca (Moore, 2003). Es una arteria muscular, con una anchura de las
tlnicas intima y media de 529 um (c=52) (Van Son JAM, et al. 1990). En 1973, Alain

Carpentier introdujo el uso de la arteria radial.

Arteria gastroepiploica derecha (AGED).

La AGED es una rama de la arteria gastroduodenal que se localiza en la curvatura mayor
del estdbmago entre las hojas del omento mayor y termina anastomosandose con la arteria
gastroepiploica izquierda, rama de la arteria esplénica (Moore, 2003). La AGED emite

ramos para el piloro, el antro y cuerpo del estbmago, asi como para el omento mayor.

La AGED es principalmente muscular y el grosor de las tlnicas intima y media es de 291

(0=109) um en el segmento proximal (Tavilla G, et al., 1992).

John Pym fue el primero en describir el uso de la arteria gastroepiploica derecha en la
cirugia de revascularizacion al anastomosarla con la porcion distal de la arteria coronaria

derecha.



Arterias intercostales (Als).
Las Als se originan de la aorta tordcica y siguen un curso paralelo a los espacios
intercostales. Se han encontrado combinaciones de los tres patrones histoldgicos:

elastomuscular, muscular, elastico.

Arteria esplénica (AE).

La AE es la rama de mayor calibre del tronco celiaco, se dirige hacia la izquierda en el
borde superior del pancreas hasta aproximarse al bazo donde se divide en sus ramos
terminales. No existen reportes histolégicos de su estructura. En 1973, Sterling Edwards

utilizé la arteria esplénica para realizar un triple bypass.

Arteria epigéstrica inferior (AEI).

La AEI se origina como una rama de la arteria iliaca externa, tiene un trayecto ascendente,
se introducirse en la vaina del recto abdominal y termina anastomosandose con la arteria
epigastrica superior, rama de la ATl (Moore, 2003). Es una arteria muscular con escasas
fibras elasticas, la anchura de las tGnicas intima y media es de 249 um (c=87) (Van Son

JAM, et al., 1990).

La eleccion de un conducto es la decision mas importante que influye en la sobrevida de un
paciente. Debido a la falta de estudios clinicos prospectivos que comparen la utilizacion de
cada uno de los diferentes hemoductos con la sobrevida de los pacientes, es necesario
recurrir a los estudios morfoldgicos que podrian predecir el desarrollo de cambios

histopatoldgicos que condicionan la permeabilidad y latencia de los hemoductos.



Antecedentes.

El sistema vascular forma una serie de conductos cerrados que llevan la sangre bombeada
por el corazon hacia los tejidos y de regreso (Tortora GJ, 2000). Los componentes del
sistema vascular son: arterias, capilares y venas. Estos vasos sanguineos comparten algunas
caracteristicas, pero poseen otras que los hacen diferentes y que permiten clasificar los
vasos sanguineos en grupos identificables. Las caracteristicas compartidas son la presencia
de tres tdnicas: intima, media y adventicia. La tunica intima esta compuesta por un
endotelio (epitelio escamoso simple) y tejido conectivo subendotelial. La tunica media,
puede variar en sus componentes y grosor, dependiendo del tipo de vaso sanguineo. La
tlnica adventicia es la capa méas externa y se confunde con el tejido conectivo circundante.
Las caracteristicas de la tunica media permiten clasificar los vasos sanguineos en base a sus
componentes, de tal forma que existen arterias elasticas, musculares, arteriolas, capilares y

venas de diferente calibre (Gartner LP, 2002).

Los vasos sanguineos sufren cambios como parte del proceso de envejecimiento (Cook JJ,
1989) y también debido a ciertas patologias. Los cambios estructurales debidos al
envejecimiento se observan predominantemente en la tunica media: 1) desorientacion,
fragmentacion y degeneracion de las fibras elésticas, 2) depdsito de colagena y
proteoglicanos en las paredes y 3) calcificacion. Como resultado de esto las arterias se
endurecen, cambio que se observa de forma principal en las arterias elasticas (Oskvig RM,

1999).

La aterosclerosis es la patologia que mas frecuentemente causa la enfermedad arterial

oclusiva. Los sintomas clinicos aparecen por estenosis progresiva, calcificacion,



hemorragia en el interior de la placa, embolizacién distal y trombosis luminal (Tierney LM,
2005). La aterosclerosis se caracteriza por infiltraciones de material lipido blando, no

celular en las paredes de la intima (Gartner LP, 2002).

El tratamiento quirtrgico de la enfermedad arterial oclusiva crénica debe encaminarse, por
un lado hacia la correccion de factores de riesgo, y por otro se debe valorar al paciente de
acuerdo al sitio de la lesidn, su magnitud y condiciones del lecho distal para considerar el
tratamiento quirurgico. El procedimiento quirurgico habitual implica la anastomosis de un
segmento arterial proximal a la oclusion con uno distal a la misma, sea a través de injertos
sintéticos o autdlogos (Aguirre Rivero R, 2003). El objetivo de la cirugia de
revascularizacién es proveer un conducto que al ser colocado en otra parte del sistema
vascular pueda ser una via adecuada para la irrigacion de los tejidos isquémicos. Un avance
en la cirugia vascular es la llamada cirugia endovascular (cateterismo) que puede utilizarse

para la colocacion de Stents, endoprotesis, etc.

En la realizacion de cirugias de revascularizacion se utilizan diversos materiales de sutura
para realizar las anastomosis. La sutura ideal debe ser fuerte, de facil manejo, identificable
y debe producir una reaccién tisular minima. Existen estudios que comparan los efectos de
la utilizacion de diferentes tipos de sutura en tejido muscular, cavidad abdominal, Utero,
vasos sanguineos. Las suturas estudiadas en el sistema vascular son nylon, poliglactina,
polipropileno (prolene), polidioxanona (PDS) y menos frecuentemente la seda. El
polipropileno es la sutura no absorbible sintética mas utilizada en el sistema vascular. La
polidioxanona (PDS) un material absorbible que se ha utilizado en otros tejidos como

ligamentos, tendones, utero e intestino (tabla 1) (O"Brion ES, 1993). La seda es un material



no absorbible natural que se utiliza muy poco en cirugia vascular. Se han estudiado
diferentes aspectos del empleo de materiales de sutura como la tension, el manejo y
cambios morfoldgicos. Hasta hoy se han descrito los cambios morfolégicos observados
secundarios al empleo de materiales de sutura solamente en arterias musculares y se
caracterizaron por un infiltrado de células inflamatorias en los dias 1 y 3, asi como la tdnica
intima completamente reendotelizada a los 7 dias y no se reportd hiperplasia de la intima

(Chen LE, 1993). Sin embargo, falta evaluar la presencia de proliferacion y muerte celular.

Modelo  Tejido  Material de Resultados
sutura
Wada A, y cols. Perros Tendon Polidioxanona Proliferacién celular (ambos).
y poliester Se restablece la continuidad del
tenddn (ambos).
O’Broin ES, y cols.  Conejos Tendon Polidioxanonay  Minima reaccion de cuerpo
polipropileno extrafio. No se encontro
diferencia significativa en la
fuerza tensil.
Quesada G, y cols. Ratas Utero Polidioxanonay Al usar polidioxanona se
polipropileno encontro una proliferacion

anormal del endotelio en 10%.
El polipropileno desencadeno
una reaccion de cuerpo extrafio.
Andersen E, y cols. Ratas Intestino Polidioxanonay  No hay diferencia en
poliglactina complicaciones y reaccion
tisular entre ambos materiales.

Tabla 1. Estudios en de diferentes materiales de sutura en algunos tejidos.

En la actualidad el uso de los conductos vasculares con fines diagndsticos o terapéuticos es
muy frecuente (Sanmartin M, 2004). Para cualquiera que sea el fin del empleo de los
conductos vasculares, estos pueden sufrir cambios en su morfologia por factores internos y
externos. Los factores internos que pueden producir cambios son la tension en la pared, asi
como los niveles de saturacién de oxigeno. Entre los factores externos se encuentran el
material de sutura, la repeticion de los procedimientos en un mismo vaso Yy la colocacion de
Stents. Ademas hay que considerar los diferentes tipos de vasos sanguineos (arteria elastica,

muscular, vena) y las caracteristicas morfoldgicas que los distinguen. Por lo anterior



creemos que los cambios que puedan experimentar secundarios a los factores externos estén
determinados por su estructura. Por lo que es necesario evaluar los efectos de cada factor de
forma independiente sobre los diferentes tipos de vasos sanguineos, para de esta manera
establecer los cambios que son producidos por ellos. Esto permitira proporcionar una base

morfoldgica para su eleccion en la realizacion de procedimientos clinico-quirdrgicos.
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Justificacion.

El presente trabajo forma parte de una linea de investigacion general en la que se busca
establecer criterios morfoldgicos para la eleccion de algun tipo de vasos sanguineos (arteria
muscular, elastica o vena) para la realizacion de procedimientos clinicos y quirdrgicos. En
los procedimientos clinicos mas comunes como la cateterizacion es necesario conocer los
cambios morfolégicos de un tipo determinado de vaso sanguineo, asi como las
consecuencias estructurales de su uso repetitivo. EI empleo de suturas en las cirugias de
revascularizacion es un elemento que puede interferir en la viabilidad y sobrevida del
injerto, por lo que su adecuada seleccion es importante. La colocacion de Stents en los
vasos sanguineos y procedimientos quirdrgicos mas complejos como la cirugia de
revascularizacion miocéardica requieren el conocimiento no solo de las reacciones ante estas
condiciones, si no también los cambios debidos a los cambios en el ambiente, como la
tension y saturacion de oxigeno. Por lo que para poder establecer un criterio en la
realizacion de estos procedimientos es necesario establecer los cambios que son
secundarios a cada uno de ellos. El primer punto que se desea estudiar es el efecto del

material de sutura sobre la pared de los diferentes tipos de vasos sanguineos.

Hasta hoy se han evaluado los efectos del material de sutura solo en arteria muscular y
entre las suturas mé&s estudiadas se encuentran: nylon, poliglactina, polipropileno y
polidioxanona. No se ha estudiado la respuesta a la sutura en el resto de los conductos (es

decir, arteria elastica y vena).

Puesto que existen variaciones importantes en la evolucion clinica cuando se emplea un

determinado tipo de vaso sanguineo, nosotros suponemos que el material de sutura podria
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influir en la evolucion clinica por lo que es importante establecer los cambios morfol6gicos
observados al emplear PDS, polipropileno o seda en anastomosis de arterias musculares,
elasticas y venas ya que podrian relacionarse con la mejor o peor respuesta al tratamiento

de revascularizacion.
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Objetivo General.

Proporcionar una base morfoldgica para la eleccion del material de sutura en los diferentes
tipos de vasos sanguineos.

Objetivos Especificos.

1. Valorar la continuidad del endotelio secundario al empleo de PDS, polipropileno o
seda como materiales de sutura en arterias musculares, elasticas y vena de mediano
calibre.

2. Evaluar la presencia de alteraciones morfologicas en la pared vascular secundaria al
empleo de PDS, polipropileno o seda como materiales de sutura en arterias
musculares, elasticas y vena de mediano calibre.

3. Evaluar la presencia de apoptosis en la pared vascular secundaria al empleo de PDS,
polipropileno o seda como materiales de sutura en arterias musculares, elasticas y

vena de mediano calibre.
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Capitulo 2.

Material y métodos.

El presente estudio se llevd a cabo en el laboratorio de microcirugia del Departamento de
Anatomia Humana y en los laboratorios del Departamento de Histologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

2.1. Material.

2.1.1. Material Bioldgico.

Para la realizacion de este proyecto se empled un modelo animal: ratas Wistar de ambos
sexos, con un peso entre 250 y 300 gramos (jovenes). Las ratas fueron mantenidas con dieta
estandar de laboratorio, las cuales 8 hrs previas a la realizacion del acto quirdrgico se

mantuvieron en ayuno.

2.1.2 Grupos Experimentales.

Las ratas Wistar se dividieron al azar en tres grupos experimentales en los que se utilizd
cada sutura (PDS, polipropileno, seda). Cada grupo se dividié en 3 subgrupos de acuerdo al
tipo de vaso sanguineo utilizado para la realizacién de la anastomosis termino-terminal. De
cada subgrupo se obtuvo una muestra de 1 cm (considerando la sutura como punto medio)

al tiempo 0, dias 3, 7, 10, 14, 30 para su posterior procesamiento.

2.1.3 Reactivos.

Los reactivos utilizados en el estudio son de alta calidad analitica. Paraformaldehido, acido
borico, glicerol y alcohol de Sigma Chemical Company (USA). Acido clorhidrico, acido
acetico glacial, eosina amarillenta, hematoxilina anhidra, acido fosfomolibdico y

fosfotugnstico, metanol de Analytica Tecnologia Industrial Quimica (México). Escarlata de
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Biebrich de HYCEL de México, Fascina acida de MCB Manufacturing Chemical, acido

picrico de B&A Speciality Chemical Divisions.

2.1.4 Equipo Utilizado.

Microscopio Quirurgico Carl Zeiss OpMi 6S

= Instrumental microquirdrgico (Dewimed).

= Foto Microscopio Nikon Eclipse 50i (sotware Nis Elements)

= Microscopio estereoscopico American Optimal

= Ultramicrotomo RMC modelo MTX

= Balanza analitica Mettler

2.2 Estrategia Experimental.

Centro de inclusién Tissue Tek

La estrategia experimental empleada se muestra en la figura 1.

MATERIALES
DE SUTURA

Polidioxanona

Polipropileno

Seda

TIPO DE
VASO

Arteria elastica
{aorta)

Arteria muscular
{femoral}

Vena (cava)

————— Tiempos 0,3,7,10,14,30

Obtencidn de la muestra

T ey

Tinciones TUNEL

Hematoxilina y eosina
Tricémico de Masson
Orceina

l

Morfometria

Composicién de las
tinicas
Evaluacion de alteraciones

Apoptosis

Figura 1. Estrategia experimental general. Se forman 3 grupos experimentales de acuerdo al tipo de
material de sutura empleado. Estos grupos se subdividen en tres subgrupos en base al tipo de vaso
sanguineo en el que se realiza la cirugia. Se obtienen las muestras en diferentes tiempos
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considerados a partir del momento de la cirugia, para su posterior procesamiento y analisis
histologico.

2.3 Métodos.

2.3.1 Acto Quirurgico.

Cada animal se anestesio con pentobarbital sédico por via intraperitoneal (40mg/kg). Previa
asepsia y rasurado de la region abdominal o inguinal, se procedié a realizar diseccion de la
aorta abdominal, arteria 0 vena cava bajo microscopio quirdrgico (zeiss OpMi 6S).

Para disecar la aorta se realizé un corte longitudinal medio en la cara anterior del abdomen.
Se lateralizaron las visceras hacia la izquierda y se mantuvieron himedas al irrigar con
suero fisioldgico a 37 grados centigrados. Se colocaron los microclamps en los segmentos
proximal y distal del area disecada y se procede a la seccidn transversal de la arteria (figura
2). Se procedid a la seccién transversal de la aorta y se realiz6 la anastomosis termino-
terminal (Chen Y X'y cols 2001.) con un material de sutura (el cual depende del grupo). Se
comprobd la permeabilidad al vaciar el vaso en sentido proximal y liberar para observar el
flujo y latido en la porcion distal a la anastomosis. Después de la anastomosis la herida en

piel se suturd con seda 6-0.

Para disecar la arteria femoral se realizé un corte longitudinal que sigue la direccion del eje
mayor del miembro inferior. Las arterias femorales se disecaron una longitud aproximada
de 2 cm. Se colocaron los microclamps en los segmentos proximal y distal del area
disecada y se procedio a la seccion transversal de la arteria a la mitad de la distancia entre
la rama muscular profunda y el origen de la arteria epigastrica superficial. Una vez que se
realizo la seccion se irriga con solucion salina heparinizada y si fue necesario se dilatdé un

poco con las pinzas. Se realizd la anastomosis termino-terminal (Chen YX y cols. 2001)
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entre los extremos seccionados, utilizando diferentes materiales como PDS (10-0),
polipropileno (10-0) o seda (10-0) (dependiendo el grupo). Una vez hecho esto se evalud la
permeabilidad de la anastomosis vaciando el vaso en sentido proximal y liberando para
observar llenado capilar en la extremidad inferior. Después de la anastomosis la herida en

piel seré suturada por seda 6-0.
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(b)

(d)

Figura 2. Se
vasculares.

muestra la forma en que se realiza la anastomosis termino-terminal en los conductos
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2.3.2 Obtencion de la muestra.

Las ratas Wistar fueron sacrificadas por dislocacion cervical a los tiempos 0,3,7,10,14,30
dias posterior a realizar la cirugia donde se practicdé una anastomosis termino-terminal de
los diferentes vasos sanguineos (aorta, femoral, cava). También se obtuvieron muestras de
controles sanos (sin cirugia). Solo se incluyeron las muestras de las anastomosis que fueron

técnicamente satisfactorias.

2.3.3 Procesamiento de la muestra.

Después del sacrificio, se irrigd con formalina y se secciona el vaso sanguineo
considerando como centro el punto anastomdtico. Estas muestras se procesaron por la
técnica de inclusién en parafina para realizar tinciones con Hematoxilina y Eosina (H y E),

Tricromico de Masson, Orceina y TUNEL.

2.3.4 Analisis Histologico.
2.3.4.1 Evaluacion mediante Microscopia de Luz.
Se realizaron cortes histoldgicos de 5 um y se tifieron con H y E, Tricromico de Masson y

Orceina. Estas técnicas se describen en el Apéndice A.

2.3.4.2 Morfometrias.

En los cortes tefiidos con tricromico de Masson ser realizaron las mediciones de las tUnica
media de los conductos vasculares. Esta técnica permitié identificar las tres tunicas de
forma clara, considerando las ldminas elasticas interna y externa en las arterias, mientras en

la vena se consider0 el grosor total de la pared vascular.
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2.3.4.3 Anélisis estadistico.
Las mediciones realizadas en las tunicas se comparan entre grupos e intragrupos con la

prueba de ANOVA.

2.3.5 Inmunohistoquimica para el anélisis de la fragmentacion de la cromatina
utilizando TUNEL.

La valoracion de apoptosis por el método de marcaje in situ del DNA fragmentado o
técnica TUNEL (Tdt-mediated dUTP-biotin Nick-End Labeling) tiene su fundamento en la
deteccion de la rotura del DNA internucleosomal (tipica de la apoptosis) en secciones de
tejido embebidas en parafina. Presenta como ventaja la deteccién en estadios mas

tempranos que la hematoxilina y eosina.

Se pone de manifiesto los extremos 3"-OH libres que se generan en la fragmentacién de
DNA, incorporando nucledtidos marcados (dUTPs) a dichos extremos mediante la enzima
deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Estos nucle6tidos seran reconocidos por un
anticuerpo antidigoxigenina unido a peroxidasa, la positividad se identifica con H2O;
diaminobencidina observando una coloracion marrén oscuro en los nicleos positivos o bien
verde claro (tincién de contraste) en los nlcleos negativos para ésta técnica. (Se describe

ampliamente en el apéndice A).

Para realizar la técnica de TUNEL se empleo el kit de Trevigen para muestras fijadas con

formaldehido al 4%, embebidas en parafina y cortes de 6 um.
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Capitulo 3.

Resultados.

3.1 Analisis histoldgico.

Se realizaron un total de 216 (N=216) procedimientos microquirdrgicos en los que se
practico una anastomosis termino-terminal de los siguientes conductos: aorta (n=72), arteria
femoral (n=72) y vena cava (n=72); en cada conducto se probaron de forma independiente
los 3 materiales de sutura: polipropileno (n=24), polidioxanona (n=24) y seda (n=24).
Ademas, los efectos del material de sutura fueron evaluados en los tiempos 0, dias 3, 7, 10,
14, 30 (para cada tiempo, n=4). Las muestras fueron procesadas por la técnica histologica
para su evaluacion morfoldgica utilizando las siguientes tinciones: hematoxilina y eosina,
tricromico de Masson y orceina, y otras fueron procesadas con la técnica TUNEL. Se

realizaron micrometrias de las tinica media de los vasos sanguineos.

Primero se muestran los resultados del estudio morfoldgico con las diferentes técnicas de
tincion utilizadas y las micrometrias. Luego se reportan los resultados del analisis por la
técnica TUNEL.

3.1.1 Arteria eléastica (aorta).
Se realizaron un total de 72 procedimientos quirdrgicos en este conducto en el que se
probaron los tres materiales de sutura y se evaluaron a los tiempos antes sefialados (n=4,

por tiempo y condicion).

3.1.1.1 Arteria elastica (aorta) y polidioxanona.

Al realizar las anastomosis termino-terminal de arteria elastica (aorta) con polidioxanona
como material de sutura se encontré (figura 3) que en todos los tiempos de evaluacion
existié continuidad del endotelio, asi como un discreto engrosamiento transitorio de la
tinica media en los dias 3,7 y10 (grafico 1) con una recuperacion en el dia 14 y 30. No se

observaron signos de necrosis Yy fibrosis en ninguna de las tunicas.

21



Figura 3. Arteria Elastica. Cortes transversales de aorta de rata. (a) Fotomicrografia de una muestra
control, tefiida con HyE en la que se observan las tres tunicas con su morfologia normal. (b) Corte
representativo de todo el grupo, que fue tefiida con tricromico de Masson en el que se aprecia la
conservacion de la continuidad del endotelio en todas las muestras. (c) Muestra en la que se utilizo
seda como material de sutura que fue tefiida con orceina y ocurrié una desorganizacion de las fibras
elasticas y un aumento en el grosor de la tunica media en todos los tiempos. (d) Muestra del dia 30
en la que se utiliz6 seda como material de sutura que fue tefiida con tricromico de Masson, en la que
observa la reversion de los cambios antes mencionados.

3.1.1.2 Arteria elastica (aorta) y polipropileno.

Al igual que lo ocurrido en el caso de polidioxanona, al emplear polipropileno como
material de sutura en este mismo tipo de vaso sanguineo se encontro (figura 3) que en todos
los tiempos existié continuidad del endotelio, ademas de un engrosamiento transitorio de la
tinica media en los dias 3,7 y 10 (grafico 1) con una recuperacion en el dia 14 y 30. No se

observaron signos de necrosis y fibrosis en ninguna de las tnicas.
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Grafico 1. Micrometrias de arteria elastica con los diferentes materiales de sutura. (a) Se utilizo la
tincion con tricromico de Masson para realizar las mediciones considerando la tanica media
delimitada entre la lamina elastica interna y externa. Se reporta la media del grosor de la tGnica
media (n=4, por condicién) para cada conducto y material de sutura. (b) Con Polipropileno se
observa un engrosamiento de la tanica media en los dias 3-10 con una recuperacion hacia el dia 14-
30. (c) Con Polidioxanona se aprecia un engrosamiento de la tlnica media (al igual que en el
polipropileno) en los dias 3-10 con una recuperacion hacia el dia 14-30. (d) A diferencia de lo
anterior al emplear seda se observa un engrosamiento desde el tiempo 0 que se mantiene hasta antes
del dia 14 con recuperacion hacia el dia 30.
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3.1.1.3 Arteria elastica y seda

Al diferencia de lo que sucedi6 en el caso de polidioxanona y polipropileno como
materiales de sutura, al emplear seda se observo (figura 3) un engrosamiento mas
prolongado de la tanica media en los dias 3-14 (grafico 1) con una recuperacion en el dia
30. La continuidad del endotelio se conservd en todos los tiempos. No se observaron signos

de necrosis y fibrosis en ninguna de las tdnicas.

3.1.2 Arteria muscular (arteria femoral).
Se realizaron un total de 72 procedimientos quirdrgicos en este conducto en el que se
probaron los tres materiales de sutura y se evaluaron a los tiempos 0, dias 3,7,10,14 y 30

(n=4, por tiempo y condicion).

3.1.2.1 Arteria muscular y polidioxanona.

Al realizar las anastomosis termino-terminal de arteria muscular (arteria femoral) con
polidioxanona como material de sutura se encontraron (figura 4) caracteristicas
morfologicas normales en las tres tunicas. La continuidad del endotelio fue una
caracteristica comdn en todos los tiempos de evaluacion. No se encontré (grafico 2)
engrosamiento de la tinica media en ningun tiempo y tampoco se observaron signos de

necrosis y fibrosis en ninguna de las tunicas.
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Figura 4. Arteria muscular. Cortes transversales de arteria femoral de rata. (a) Fotomicrografia de
una muestra control (no suturada), que fue tefiida con HyE en la que se identifican las tres tdnicas
con su morfologia normal. (b) Corte representativo de todo el grupo, que fue tefiida con tricromico
de Masson en la que se observa el endotelio de forma continuo preservado después de la sutura. (c)
Muestra en la que se utilizd seda como material de sutura que fue tefiida con HyE en la que ocurrio
un engrosamiento de la tinica media. (d) Corte representativo tefiido con tricromico de Masson en
la que no se observan alteraciones morfologicas al emplear polipropileno o polidioxanona como
material de sutura.
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Gréfico 2. Micrometrias de arteria muscular con los diferentes materiales de sutura. (a) Se utilizo la
tincion con tricromico de Masson para realizar las mediciones considerando las laminas elasticas
interna y externa para delimitar la tunica media. (b) Con Polipropileno se observd que existen
ligeras variaciones en el grosor de la tinica media a lo largo del tiempo pero no hay diferencia
significativa. (c) Con Polidioxanona se aprecié una ligera variacion en los grosores de las tdnicas
medias pero sin ser importantes. (d) Con Seda se observé una aumento en el grosor de la tdnica
media en el tiempo 0-10 y luego una recuperacion.
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3.1.2.2 Arteria muscular y polipropileno.

Al realizar las anastomosis termino-terminal de arteria muscular (arteria femoral) con
polipropileno como material de sutura se encontraron (figura 4), al igual que con la
polidioxanona, caracteristicas morfologicas normales en las tres tunicas. La continuidad del
endotelio fue una caracteristica comun en todos los tiempos de evaluacion. No se encontro
(grafico 2) engrosamiento de la tinica media en ningin tiempo y tampoco se observaron

signos de necrosis y fibrosis en ninguna de las tdnicas.

3.1.2.3 Arteria muscular y seda

Al diferencia de lo que sucedié en el caso de polidioxanona y polipropileno como
materiales de sutura, al emplear seda se observé (figura 4) un engrosamiento transitorio de
la pared en los dias 0-3 (grafico 2) con una recuperacion del dia 7 en adelante. La
continuidad del endotelio se conservo en todos los tiempos. No se observaron signos de

necrosis y fibrosis en ninguna de las tunicas.

3.1.3 Vena cava.
Se realizaron un total de 72 procedimientos quirdrgicos en este conducto en el que se
probaron los tres materiales de sutura y se evaluaron a los tiempos 0, dias 3,7,10,14 y 30

(n=4, por tiempo y condicion).

3.1.3.1 Vena (cava) y polidioxanona.

Al realizar las anastomosis termino-terminal de vena (cava) con polidioxanona como
material de sutura se encontr6 (figura 5) una morfologia normal en las tres tunicas. La
continuidad del endotelio fue una caracteristica comdn en todos los tiempos de evaluacion.
No se encontr6 (grafico 3) engrosamiento de la pared en ningun tiempo y tampoco se

observaron signos de necrosis y fibrosis en ninguna de las tdnicas.

3.1.3.2 Vena (cava) y Polipropileno.
Al realizar las anastomosis termino-terminal de vena (cava) con polidioxanona como
material de sutura se encontré (figura 5) una morfologia normal en las tres tdnicas. La

continuidad del endotelio fue una caracteristica comin en todos los tiempos de evaluacion.

27



No se encontrd (grafico 3) engrosamiento de la pared en ningin tiempo y tampoco se
observaron signos de necrosis y fibrosis en ninguna de las tdnicas.

(©)

Figura 5. Vena. Cortes transversales de vena cava de rata. (a) Fotomicrografia de una muestra
control (no suturada), tefiida con HyE en la que se identifican las tres tunicas con su morfologia
normal. (b) Corte representativo de todo el grupo, tefiida con tricromico de Masson en la que se
observa la continuidad del endotelio. (c) y (d) Muestras en representativa de cuando se empled
polipropileno, polidioxanona o seda como material de sutura en la que no se observan alteraciones.

3.1.3.3 Cava Seda
Al realizar las anastomosis termino-terminal de vena (cava) con seda como material de
sutura se encontré (figura 5) una morfologia normal en las tres tdnicas. La continuidad del

28



endotelio fue una caracteristica comun en todos los tiempos de evaluacién. No se encontro
(grafico 3) engrosamiento de la pared en ningun tiempo y tampoco se observaron signos de

necrosis y fibrosis en ninguna de las tunicas.
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Grafico 3. Micrometrias de vena con diferentes materiales de sutura. (a) Se utiliz6 la tincion de
tricromico de Masson para realizar las mediciones de la pared vascular. (b), (c) y (d) Con
polipropileno, Polidioxanona y Seda (respectivamente) se observa una ligera variacion en el grosor
de la pared a lo largo del tiempo, en la que siempre existio superposicion de los rangos y
desviaciones estandares.
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3.2 Analisis Inmunohistoquimico.

Se realizo la técnica TUNEL para la deteccion de apoptosis en los diferentes conductos
(arterias elastica y muscular, y vena) en los diferentes tiempos. Se utiliz6 como control
positivo una seccion de higado que fue tratada con una nucleasa para inducir la

fragmentacion del ADN.

3.2.1 Arteria eléstica.

Se procesaron las muestras de arteria elastica con los diversos materiales de sutura y en
ninguna de las condiciones y tiempos no se encontrd positividad a la técnica (figuras 6 y 7).
Asi mismo, no se encontraron signos de apoptosis en los cortes procesados con la técnica

histologica y tefiidos con tricrdmico de Masson.

3.2.2 Femoral.

Se procesaron las muestras de arteria muscular con los 3 materiales de sutura en los
diferentes tiempos y no se encontré positividad a la técnica (figuras 6 y 7). Asi mismo, no
se encontraron signos de apoptosis en los cortes procesados con la técnica histolégica y

teflidos con tricrémico de Masson.

3.2.3 Cava

Se procesaron las muestras de cava con los 3 materiales de sutura en los diferentes tiempos
y no se encontro positividad a la técnica (figuras 6 y 7). Asi mismo, no se encontraron
signos de apoptosis en los cortes procesados con la técnica histoldgica y tefiidos con

tricromico de Masson.
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Figura 6. TUNEL. Cortes representativos de cada grupo. (a) Fotomicrografia de higado que fue el
control positivo procesado con la técnica TUNEL. La positividad consiste en la coloracién café
parduzca de los nlcleos de los hepatocitos. Corte representativo de los grupos en que se utilizo

arteria elastica (b), arteria muscular (c) y vena (d) en el que se observa negatividad para la técnica
en cualquiera de las tunicas de la pared vascular.
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Figura 7. TUNEL. Endotelio. (a) Control, fotomicrografia de higado en el que se observa una vena
central y se identifican las células endoteliales positivas para apoptosis. (b), (c) y (d) Arteria
elastica, muscular y vena (respectivamente) en el que se observa como las células endoteliales son
negativas para la técnica.

3.3 Resumen de resultados.

Al evaluar la reaccion de la arteria elastica a los 3 materiales de sutura se encontr6 que el
polipropileno y la polidioxanona se comportan igual en cuanto no se observé una reaccion
de cuerpo extrafio y producen un engrosamiento transitorio de la tinica media en el periodo
entre los 3-10 dias. Al emplear seda, en cambio, se identificé el engrosamiento por todo el
periodo de evaluacion.
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Al evaluar la reaccion de la arteria muscular a los 3 materiales de sutura se encontrd que
solo al utilizar la seda se observd un engrosamiento de la tunica media, mientras el
polipropileno y la polidioxanona se comportan de igual forma al no observarse cambios en

las paredes y tampoco reaccion de cuerpo extrafio.

Al evaluar la reaccion de la vena a los 3 materiales de sutura se encontrd que con ninguno

se observo un incremento significativo en el grosor total de la pared vascular.

En la literatura existen solo estudios con la arteria muscular. En los que al igual que en
nuestro estudio encuentran un engrosamiento de pared vascular y ausencia de reaccion
inflamatoria. No se observoé fibrosis ni muerte celular en ninguna de las tinicas vasculares

al emplear alguno de estos materiales de sutura.
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Capitulo 4.

Discusion.

Se evalud la histologia de las arterias elasticas y musculares, asi como de la vena tras la
utilizacion de tres materiales de sutura (polidioxanona, polipropileno o seda). En la
actualidad solo existen estudios de los materiales de sutura en arterias musculares en
diferentes modelos animales, pero no hay reportes en arterias elasticas y venas. Si bien, los
reportes incluyen suturas absorbibles y no absorbibles, se han utilizado mas las suturas
sintéticas. En este estudio se agrega un material no absorbible natural como es la seda, la

cual es una de las mas utilizadas en las diferentes especialidades medias (Uff CR, 1995).

Al estudiar la polidioxanona como material de sutura en arteria elastica y muscular se
observa un comportamiento similar caracterizado por un engrosamiento transitorio de la
tinica media que ocurre en tiempos tempranos. A diferencia de loa anterior, este material
no produce cambios al ser utilizado en conductos venosos. Esto coincide con los hallazgos
de Thompson (1995), que prob6 este material en arterias musculares y observo un
engrosamiento de la pared vascular y necrosis de la tunica media. Aarnio y cols. (1988)
reportan que la polidioxanona produce un engrosamiento de la pared vascular con

hiperplasia de la tanica intima (tabla 2).

Al evaluar el polipropileno como material de sutura en arteria elastica se observo un
aumento de grosor de la tunica media. A diferencia de cuando se utiliza en arteria muscular
y vena en los que se comporta de igual forma y se caracteriza por no producir
modificaciones significativas en el grosor de la tunica media y continuidad del endotelio.
Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Chen (ano) en arterias musculares en las que
no existen cambios en el grosor de las tunicas. Sin embargo, en un estudio similar realizado
por Aarnio y colaboradores (1988) reportaron un engrosamiento de la pared vascular al

utilizar este material de sutura.
Al emplear seda como material de sutura en arterias elasticas, musculares se observo un

incremento en el grosor de la tinica media mayor al observado por los otros materiales de

sutura. Al utilizar seda no se observaron cambios en las paredes vasculares del conducto
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venoso. Hasta hoy, no existen reportes en la literatura de los cambias en la morfologia en

este conducto vascular.

Los resultados de este estudio muestran que el conducto venoso no sufre modificaciones
morfoldgicas cuando se utiliza polidioxanona, polipropileno o seda como materiales de
sutura en anastomosis termino-terminal. No hay estudios que evallen las suturas en

conductos venosos. Sin embargo, esto es muy importante porque en cirugias de

revascularizacién miocéardica la vena safena es la primera eleccion y es el conducto mas
utilizado (Willman VL, 1996).

Conducto Modelo Tipo de Principales hallazgos
vascular sutura
Claude O y cols. Arteria Rata Nylon No hay diferencia entre las suturas
femoral Poliglactina absorbibles (poliglactina) y no

absorbibles (nylon).
Hiperplasia de la intima.
Respuesta inflamatoria.

Thomson SRy Arterias Ratas Nylon Necrosis en la media.

cols. femorales Polidioxanona Engrosamiento de la adventicia

Chen LE y cols. Acrterias Ratas Nylony No reaccién inflamatoria en
femorales polipropileno tiempos tempranos (hrs) pero si a

partir del dia 3.
No se observo hiperplasia de la

thnica intima.
Chen LE y cols. Avrterias Ratas Nylon y No reaccién inflamatoria en
femorales polipropileno tiempos tempranos (hrs) pero si a

partir del dia 3.
No se observo hiperplasia de la

thnica intima.
Aarnio P y cols. Avrterias perro Polidioxanona y Polipropileno — Reaccion de
femorales polipropileno cuerpo extrafio.

Polidioxanona es superior.
En ambos se observo un
engrosamiento de la tlnica intima.

Tabla 2. Materiales de sutura utilizados en vasos sanguineos.

Los resultados del presente estudio nos permiten descartar a estos materiales de sutura
como un factor que pudiera estar involucrado en complicaciones tales como la trombosis,
restenosis o formacion de placas ateromatosas. En este trabajo se caracterizaron los efectos
de las suturas en diferentes tipos de vasos sanguineos, por lo que es posible iniciar la

segunda etapa de la linea de investigacion que consistira en realizar estudios dirigidos a
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determinar el efecto de factores como los cambios de presion y microambiente que

pudieran participar en las complicaciones posteriores a la cirugia de revascularizacion.
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Capitulo 5.
Conclusiones y Perspectivas.
5.1 Conclusiones.

1. La vena es conducto vascular donde se observaron las menores alteraciones
morfoldgicas, independientemente del tipo de sutura.

2. El uso de polidioxanona y el polipropileno como material de sutura en anastomosis
termino-terminal de arterias elésticas y musculares, y venas no produce alteraciones
morfoldgicas permanentes.

3. Inferimos que el material de sutura no parece estar involucrado en las
complicaciones (trombosis, restenosis y placas ateromatosas) de la cirugia de
revascularizacion, por lo que se deben estudiar otros factores como los cambios de
presion y el microambiente que pudieran explicar las variaciones en la evolucion
clinica.

4. No se observa fibrosis ni muerte celular en ninguna de las tanicas de las paredes de
los vasos sanguineos estudiados. El endotelio conserva su integridad tras el empleo

de cualquiera de los tipos de sutura.

5.2 Perspectivas.

1. Realizar cirugias de derivacion utilizando injertos venosos con estos materiales de
sutura (PDS, polipropileno o seda) y analizar otros factores como los cambios de
presion y el microambiente que pudieran estar involucrados en las complicaciones
de este tipo de cirugia en la clinica.

2. Realizar estudios de medicion la fuerza tensil de las suturas en cirugia vascular a
través del tiempo, con el objetivo de proporcionar una base mas amplia para la

seleccién mas adecuada del material de sutura en cirugia vascular.
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APENDICE A

A.1 Técnica Histoldgica para muestras embebidas en parafina.

Obtencion de la muestra.

Fijacion con formaldehido al 4%.

Lavado en agua corriente.

Deshidratacion en alcoholes graduales 60 — 100%
Aclaracion con xilol.

Preinclusion (impregnacién en parafina).
Inclusion definitiva para la formacion del bloque.
Microtomia.

Adhesion de los cortes en bafio de flotacion.

10. Desparafinar e hidratar.

11. Coloracién o tincion.

12. Deshidratacion y aclaracion.

13. Montaje con resina sintetica.

oSN~ LNE

A.2 Tincién con Hematoxilina 'y eosina (H y E).

Desparafinar con xilol 5 min.

Etanol-Xilol 5 min.

Etanol absoluto 2 min.

Alcohol etilico 96° 2 min.

Agua destilada, enjuague lento.
Hematoxilina de Gill, 2 min.

Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
Alcohol Acido, 1 inmersion rapida.

Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
10. Agua amoniacal 2 inmersiones rapidas.

11. Agua de la llave (2 lavados), enjuague lento.
12. Agua destilada, enjuague lento.

13. Eosina 6 inmersiones.

14. Alcohol etilico 96° enjuague breve.

15.  Alcohol etilico 96° 1 min.

16. Etanol absoluto (2 cambios) 2 min.

17. Etanol-Xilol 3 min.

18. Xilol 2 min.

19. Xilol 3 min.

20. Montaje con resina sintética o Entellan.

CoNR~ LN E

A.3 Orceina.
1. Desparafinar los cortes de la manera habitual y rehidratar (pasos 1-5 de HyE).
2. Enjuagar en agua destilada 1 min.
3. Teiiir en solucién de orceina 30 min.
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10.
11.

Enjuagar en etanol del 70%

Enjuagar en agua destilada

Enjuagar en agua destilada

2 x etanol del 95% (mover en

la solucidn)

2 x etanol del 100 %

aclarar en xileno y montar con

Montaje con resina sintética o Entellan.

A.4 Tricromico de Masson.

Fijacion.- Formaldehido al 4%.
Inclusion.- En parafina y cortes de 5 um de espesor.

1.

N
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11.

12.
13.
14.
15.

Desparafinar con xilol e hidratar pasando por alcohol y agua destilada.

Usar como “mordente” el fijador de Bouin por 30 — 60 min. a 56° C, o toda la
noche a temperatura ambiente.

Lavar en agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.

Enjuagar los cortes en agua destilada.

Pasar los cortes a la hematoxilina férrica de Weigert durante 10 min.

Lavar n agua corriente, 5 min. o hacer 3 cambios de 15 seg.

Enjuagar en agua destilada.

Teflir con la solucién de Fucsina-Escarlata por 5 seg. (el tiempo depende de la
calidad y/o concentracion y tiempo de uso o de preparacion del colorante.

Lavar varias veces en agua destilada hasta que esta deje de tefiirse.

. Pasar los cortes a la solucion de acidos Fosofomolibdico-Fosfotungstico durante 10

min. Enjuagar brevemente con agua destilada.

Colorear con la solucion de Azul de Anilina durante 15 seg. (el tiempo depende de
la calidad y/o concentracion y tiempo de uso del reactivo).

Lavar con agua destilada varias veces hasta eliminar el exceso del colorante.

Pasar al acético acuoso por 1 — min.

Deshidratar en alcohol de 96° por unos seg. (cuidar que no se decolore).

Continuar con el alcohol absoluto hasta acabar en xilol y montar en resina.

A.5 Método inmunohistoquimico para detectar la fragmentacién de la cromatina
utilizando tunel.

Para cortes fijados con formaldehido al 4% y embebidos en parafina y cortes de 6 pum.

Desparafinar

1. Colocar los cortes en estufa a 57° C, 5 min.

2. Pasar cortes a 2 cambos de xilol 5 min. c/u.

3. Hidratar en alcoholes graduales 100%, 95% y 70%, 5 min. c/u.
4. Sumergir n PBS 1 X, 2 cambios 5 min. c/u.

NO PERMITA QUE LOS CORTES SE SEQUEN.

Protocolo del Kit.
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9.

10.

11.
12.
13.

Sumergir las muestras n PBS 1 X 10 min. a temperatura ambiente (TA). *
Secar cuidadosamente alrededor de la muestra.

Cubrir con 50 pl/muestra de solucion de proteinasa K, incubar de 15 a 30
min. a 37° C.

Lavar 2 veces en agua desionizada 2 min. c/u.

Sumergir las muestras en solucién bloqueadora por 5 min. (NO mas) a TA.
Lavar las muestras en PBS 1 X, 1 min.

Sumergir en Buffer TdT 1 X, 5 min.

Cubrir la muestra con 50 pl de mezcla de reaccion de marcaje e incubar de
30 a 60 min. a 37° C en camara humeda.

Sumergir en Buffer Stop TdT 1 X, 5 min. a temperatura ambiente.

Lavar 2 veces en PBS 1 X, 2 min. c/u.

Cubrir la muestra con 50 pl de solucién Strep-HRP e incubar 10 min. a 37°
C

Lavar 2 veces en PBS 1X 2 min. c/u.

Sumergir en solucion DAB de 2 a 7 min.

Lavar en varios cambios de agua desionizada 2 min. c/u.

Contratincion

1.
2.
3.

4.
5.

Sumergir las muestras en agua desionizada por 2 min.
Sumergir las muestras de 5 seg. a 5 min. en verde de metilo.
Lavar las muestras subsecuentemente sumergiéndolas 10 veces n cada uno:
a.Agua desionizada.
b.Etanol 70%, 2 cambios.
c.Etanol 95%, 2 cambios.
d.Etanol 100%, 2 cambios.
e.Xilol 2 cambios.
Limpie el exceso de xilol.
Montar y almacenar en oscuridad.
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APENDICE B

Soluciones
B.1 ANALISIS MORFOLOGICO
B.1.1 Formaldehido 4%
*Para preparar 500 ml
Paraformaldehido 20 grs.
Agua destilada 450 ml.
*Calentar a 60° C. por 30 minutos
PBS 10X 50 ml
Ajustar pHa 7.2
Almacenar a 4° C.
B.1.2 PBS 10 X
NaCl 8 grs.
KCI 0.2 grs.
NazHPO4 1.44 grs.
KH2PO4 0.24 grs.
B.1.3 Hematoxilina de Gill
Agua destilada 730 ml
Etilenglicol 250 ml
Hematoxilina anhidra (polvo) 2.0 grs.
* Si esta en cristales pesar 2.36 grs.
Yodato de sodio 0.2 grs
Sulfato de aluminio 17.6 grs.
Acido acético glacial 2.0ml.

* Para la preparacion se debe seguir el orden, en agitacion, a temperatura ambiente por 1

hora, filtrar antes de usar por primera vez.
B.1.4 Eosina

Solucioén stock (concentrada)

Eosina amarillenta 1.0 grs.
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Agua destilada 20 ml.
Alcohol del 96° 80 ml

Solucién de trabajo

Tomar una parte de la solucién stock y agregarla en tres partes de alcohol de 80°. Antes de
usar agregar 0.5 mL. de &cido acético glacial, por cada 100 mL. de colorante preparado y
agitar.

B.1.5 Solucion de Alcohol-Acido (Diferenciador o decolorante)

Alcohol de 70? 99 mL.
Acido clorhidrico (HCI) 1 mL.

B.1.6 Solucion de Agua amoniacal (Virador)

Agua destilada 99 mL.
Hidroxido de amonio 1mL.

B.1.7 Hematoxilina Férrica de Weigert

Solucién A

Hematoxilina (anhidra) 1qgr.
Alcohol 96° 100 mL.
Solucién B

Cloruro férrico acuoso al 29% 4 mL.
Agua destilada 95 mL.
Acido clorhidrico conc. 1 mL.

Solucion de trabajo
Mezclar partes iguales de las soluciones A y B. (Debe renovarse periddicamente
dependiendo del uso y de consistencia, con el tiempo suele precipitarse).

* Solucion acuosa de cloruro férrico
Cloruro férrico 14.5 grs.
Agua destilada 50 mL.

B.1.8 Solucion de Fucsina acida y Escarlata de Biebrich.

Escarlata de Biebrich acuosa al 1% 90 mL.
Fuc§ina acida acuosa al 1% 10 mL.
Acido acético glacial 1 mL.

* Solucion acuosa de escarlata de Biebrich
Escarlata de Biebrich 1qgr.
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Agua destilada 100 mL.
* Solucidn acuosa de Fucsina acida
Fucsina acida 1gr.
Agua destilada 100 mL.

B.1.9 Solucién de Acidos Fosfomolibdico y Fosfotiingstico

Acido fosfomolibdico 5 grs.
Acido fosfotungstico 5 grs.
Agua destilada 200 mL.

B.1.10 Solucion de Azul de Anilina

Azul de anilina 2.5 grs.
~ Agua destilada 100 mL.
Acido acético glacial 2 mL.

B.1.11 Solucién acuosa de Acido acético al 1%

Acido acético glacial 1 mL.
Agua destilada 99 mL.
B.1.12 Solucién fijadora de Bouin
Solucion acuosa saturada de acido picrico 75 mL.
Formaldehido (36-38%) 25 mL.
Acido acético glacial 5mL.

B.2 INMUNOHISTOQUIMICA (TUNEL)
La técnica de TUNEL se determind utilizando | kit de Trevigen®, las soluciones marcadas
con * se deben preparar no mas de 30 minutos antes de usarse.

*B.2.1 Solucién de proteinasa K.

2 muestras 4 muestras 10 muestras
Agua desionizada 100 pL. 200 pL. 500 pL.
Proteinasa K 2 pL. 4 L. 10 pL.

*B.2.2 Solucion blogueadora

Metanol 45 mL.
Peroxido de hidrégeno 30% 5mL.
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B.2.3 Solucion de Buffer de marcaje TdT 1X

- Diluir el buffer TdT 10X utilizando agua destilada.

- Use 50 mL. de buffer TdT 1X para procesar de 1 a 10 muestras.

- Separe una alicuota de 50 pL. por muestra para preparar la mezcla de reacciéon de
marcaje (paso 7), y almacenar en hielo.

*B.2.4 Mezcla de reaccion de marcaje.

- Descongele la mezclade TdT y dNTP a TA, coléquela en hielo.

- Para mantener la actividad optima de la enzima saque del refrigerador | tubo de la
enzima solo el tiempo necesario para tomar el volumen.

- Mantenga la mezcla en hielo.

- Prepare 50 pL. por muestra de la manera siguiente:

2 muestras 4 muestras 10 muestras
Mezcla de TdT dNTP 2 uL. 4 uL. 10 pL.
Stock cationica 50X 2 uL. 4 uL. 10 pL.
Enzima TdT 2 uL. 4 uL. 10 pL.
Buffer de marcaje TdT 1 X 100 pL. 200 pL. 500 pL.

B.2.5 Buffer Stop TdT 1X

- Diluir el buffer stop TdT 10X utilizando agua destilada, almacenar a temperatura
ambiente.

- Use 50 mL. de buffer stop TdT 1X para procesar de 1 a 10 muestras.

Buffer stop TdT 1X 5mL.
Agua desionizada 45 mL.

*B.2.6 Solucion Strep-HRP.

- Use 50 pL. solucion Strep-HRP por muestra.
- Almacene la solucion a temperatura ambiente.
- Para preparar afiada:

2 muestras 4 muestras 10 muestras
PBS 1X 100 pL. 200 pL. 500 pL.
Strep-HRP 2 UL. 4 uL. 10 pL.

*B.2.7 Solucién de DAB.

- Descongele DAB a 37° C. almacene a temperatura ambiente NO en hielo, precipita la
solucién DAB.

- Prepare la solucién no mas de 30 minutos antes de usarla.

- Use 50 mL. de solucion DAB para procesar de 1 a 10 muestras.

- Para preparar afiada:

PBS 1X 50 mL.
DAB 250 pL.
H.02 30% 50 pL.
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B.2.6 Verde de metilo 1%.
Esta listo para usarse, puede re-usarse, almacene en recipiente cerrado, si precipita

filtre.

B.2.9 Control positivo.

TACS-Nucleasa y Buffer

Buffer de marcaje TdT 1X
Mezcla de TdT dNTP
Stock Catidnica 50X

Enzima TdT
TACS-Nucleasa

B.2.10 Control negativo.

Sustituir la enzima TdT de la mezcla por agua millig.

50 pL.
1pL.
1uL.
2 uL.
1uL.
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