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Resumen y palabras clave

En el campo de la neurobiologia, la optimizacién de los protocolos histoldgicos es fundamental para
obtener resultados precisos y fiables en el analisis de tejidos nerviosos. Este trabajo se enfoco en
mejorar los métodos de fijacion y contraste utilizados en el procesamiento histomorfolédgico del nervio
ciadtico de ratas, un modelo clave en estudios del sistema nervioso periférico. Se demostré que el uso
del glutaraldehido, solo o en combinacion con el paraformaldehido, es efectivo para la preservacion
de las estructuras nerviosas. En lo que respecta al contraste, la combinacién de osmio reducido con
ferricianuro de potasio y tiocarbohidrazida resultd ser mas eficaz para tefiir las vainas de mielina,
aunque presentd limitaciones en la penetracion hacia zonas mas profundas del tejido. Ademas, se
identificaron desafios en la precisién de la segmentacidon automatica de axones debido a la calidad del
contraste, lo que indica la necesidad de ajustes adicionales tanto en los protocolos experimentales

como en el entrenamiento de los algoritmos.

Palabras clave: histologia, fijacidn, contraste, tetradxido de osmio, nervio cidtico, segmentacion

automatica

In the field of neurobiology, the optimization of histological protocols is fundamental to obtain precise
and reliable results in the analysys of nervous tissue. This work focused on improving the fixation and
contrast methods used in the histomorphological processing of the rat sciatic nerve, a key model in
studies of the peripheral nervous system. It was demonstrated that the use of glutaraldehyde, either
alone or in combination with paraformaldehyde, is effective for the preservation of nervous structures.
Regarding contrast, the combination of reduced osmium with potassium ferricyanide and
thiocarbohydrazide proved to be more effective for staining myelin sheaths, although it presented
limitations in penetration into the deeper regions of the tissue. Additionally, challenges were identified
in the accuracy of automatic axon segmentation due to contrast quality, indicating the need for further

adjustments in both experimental protocols and algorithm training.

Keywords: histology, fixation, contrast, osmium tetroxide, sciatic nerve, automatic segmentation.
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1. Introduccidn

1.1 Sistema Nervioso

Generalidades y clasificacion anatémica

El sistema nervioso permite al organismo interactuar de forma rdpida y adaptativa con el entorno
externo (el mundo exterior al cuerpo) como el interno (los componentes y cavidades del organismo)
(Bruce M. Koeppen, 2009). Esta comunicacién rapida y especifica entre dreas muy distantes del cuerpo,
tiene lugar gracias a la accidn de células nerviosas especializadas (neuronas), que recogen y procesan

la informacion y generan sefiales de respuesta adecuadas (Lowe et al., 2020).

Es util dividir el sistema nervioso en sus partes central y periférica (Fig. 1A). El sistema nervioso central
(SNC) esta formado por el encéfalo y la médula espinal. El sistema nervioso periférico (SNP) esta
formado por nervios y ganglios (pequefios grupos de neuronas) que inervan todas las partes del cuerpo
y constituyen una superficie de contacto entre el entorno y el SNC. La transicién entre el SNC y el SNP
se produce en las raices dorsales y ventrales, cerca del punto en el que salen de la médula espinal, y
en las fibras de los pares craneales, cerca de su punto de origen en el encéfalo (Bruce M. Koeppen,

2009) (Fig. 1B).

Sistema nervioso Sistema nervioso
periférico (SNP) central (SNC)

Encéfalo
Nervio
craneal

Protrusiones gliales del SNC

Médula
Nervio espinal

espinal

SNP SNC

Filetes radiculares
con células de Schwann

Figura 1. (A) Division del sistema nervioso en sus partes central y periferica (Drake et al., 2014). (B) Zona
de ttransicion entre el SNP y el SNC (Mtui et al., 2022).



Componentes celulares
El sistema nervioso estd compuesto principalmente por dos tipos de células: las neuronas y las células
gliales.
Neuronas
Las neuronas son las unidades estructurales y funcionales del sistema nervioso. Generan y conducen
cambios eléctricos en forma de impulsos nerviosos. Se comunican quimicamente con otras neuronas
en los puntos de contacto denominados sinapsis.
Una neurona tipica tiene tres partes fundamentales: el cuerpo celular o soma, una o mdultiples
dendritas y un Unico axdn (Fig. 2). El soma es la parte central de la neurona y en él se encuentran el
nucleo y la mayor parte de los organulos celulares tipicos. Del cuerpo celular surgen una o mas
prolongaciones que reciben el nombre de dendritas. Estas estructuras reciben los impulsos nerviosos
provenientes de otras neuronas y los transmiten al soma. Cada neurona tiene un Unico axodn,
encargado de conducir los impulsos nerviosos desde el soma hacia otras neuronas o hacia musculos y
glandulas. Ademas, también puede recibir impulsos nerviosos procedentes de otras neuronas.
La vaina de mielina es una cubierta multicapa formada por lipidos y proteinas que envuelve a ciertos
axones, aislandolos y optimizando asi la conduccion de los potenciales de accién los aisla y aumenta la
conduccién de los impulsos nerviosos (Tortora & Derrickson, 2006). Los axones que presentan esta
vaina de mielina reciben el nombre de mielinicos.
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Figura 2. Estructura tipica de una neurona (Tortora & Derrickson, 2006).



Neuroglia
Las células neurogliales son responsables de sostener, proteger y asistir a las neuronas en la realizacion
de sus funciones (Gartner, 2021). Los distintos tipos celulares que la componen superan en nimero a
las neuronas entorno a 10 veces. En el SNC la neuroglia estd compuesta por los astrocitos, los
oligodendrocitos y las células ependimarias, mientras que en el SNP las células gliales son las células
de Schwann vy las células satélite (Fig. 3) (Bruce M. Koeppen, 2009). Por lo general, la neuroglia se
concibe como un tejido que brinda soporte a las neuronas, ya que regulan su microentorno y son
responsables de la mielinizacidn de sus axones. Pese a ser el principal componente celular no neuronal
del sistema nervioso, se sabe que las células gliales juegan un papel determinante en el flujo de sefiales
en los circuitos neuronales, basandose en su capacidad para modular la transmisién sindptica y no

sindptica y su papel en la sinaptogénesis y el mantenimiento de las sinapsis (Bruce M. Koeppen, 2009).
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Figura 3. Composicidn de la neuroglia del SNC (Tortora & Derrickson, 2006).



1.2 Sistema Nervioso Periférico (SNP)

El sistema nervioso periférico (SNP) comprende todo el tejido nervioso que se encuentra fuera del
encéfalo y de la médula espinal. Su principal funcidon es conectar el SNC con el resto del cuerpo,
facilitando asi la transmisidn de sefiales entre el cerebro y los drganos, musculos y tejidos periféricos.
Estd compuesto por los diez nervios craneales inferiores (emergen del cerebro y el tronco encefalico),
las raices nerviosas de la médula espinal, los ganglios espinales, los plexos, los troncos nerviosos y sus
terminaciones en la piel y el musculo, asi como los ganglios y nervios auténomos. A su vez, el SNP se

subdivide en sistema nervios auténomo, sistema nervioso somatico y sistema nervioso entérico.

Nervio periférico

Un nervio es un haz de cientos de miles de axones (junto con el tejido conectivo y los vasos sanguineos
asociados) que se encuentran por fuera del encéfalo y la médula espinal (Tortora & Derrickson, 2006).
Dentro de un nervio periférico, las prolongaciones neuronales pueden ser mielinicas o amielinicas. Las
fibras mielinicas son de gran tamafio, y su vaina de mielina es crucial para que se transmitan de forma
rapida los impulsos nerviosos involucrados en los reflejos o en movimientos rapidos y coordinados. Al
mismo tiempo, las fibras amielinicas, debido a la ausencia de la vaina de mielina, son fibras de menor
calibre que transmiten impulsos que no requieren una respuesta rapida, como el dolor crénico, las

sensaciones térmicas y las funciones auténomas (Kandel et al., 2013).

Célula de Schwann:
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Citoplasma § / .y
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(b) Corte transversal de axones amielinicos

Neurolema —— £

Vaina de mielina _—1 ==

Figura 4.Estructura y organizacion de las fibras mielinicas (derecha) y amielinicas (izquierda) (Tortora & Derrickson, 2006).




A nivel celular, la mielina es una vaina espiral con multiples capas, constituida en gran medida por
fosfolipidos y formada por células de Schwann individuales, que se enrollan muchas veces sobre si
mismas en torno a una prolongacion nerviosa. Esta cubierta sirve como un sistema de aislamiento, que
determina en gran medida las caracteristicas del impulso eléctrico (potencial de accién) transmitido a

lo largo de las prolongaciones neuronales (Carlson, 2020).

La vaina de mielina no es continua, sino que existen tramos desprovistos de esta cubierta que reciben
el nombre de nddulos de Ranvier, que facilitan la conduccién saltatoria del impulso nervioso
(potenciales de accidn), ya que en ellos se concentran los canales idnicos encargados de producirlos.

La conduccién del impulso en los axones no mielinizados es continua, y su velocidad es reducida en

comparacién a la de los nervios mielinizados (Kierszenbaum & Tres, 2020).

En cuanto a su estructura general, cada nervio periférico esta revestido por el epineuro, una vaina
densa e irregular de tejido conectivo que rodea los fasciculos (haces de fibras nerviosas) y los vasos
sanguineos que conforman el nervio. A su vez, cada fasciculo esta cubierto por el perineuro, que se
compone de varias capas de epitelio pavimentoso dispuesto en ldminas y actla como una barrera
hematonerviosa que ayuda a proteger los axones de la difusiéon de sustancias potencialmente toéxicas.
Por dltimo, alrededor de cada axdn se encuentra una red de fibras de colageno reticulares, el

endoneuro (Mtui et al., 2022).
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7///: f\i\\:‘ Nervio espinal Ax6n
/|
= | = EPINEURO
' EPINEURO alrededor
de todo el nervio

PERINEURO
ENDONEURO

Fasciculo
PERINEURO

alrededor de
cada fasciculo

Vasos sanguineos

Fasciculo

Vasos sangufneos

de cada axén @ 1000x

ENDONEURO alrededor

Figura 5. Organizacién y envolturas de tejido conectivo de los nervios espinales. (A) Corte transversal que muestra los
revestimientos de un nervio espinal. (B) Corte transversal de 12 fasciculos nerviosos (Tortora & Derrickson, 2006).



Nervio ciatico

El nervio ciatico, es uno de los nervios mas grandes y largos del cuerpo humano. Se origina en el plexo
sacro que es una red compuesta por las raices nerviosas L4, L5, S1, S2 y S3, situadas en la parte inferior
de la columna vertebral. Este nervio desciende a través de la pelvis, bajando por la parte posterior de
la pierna y se divide en el nervio tibial y el peroneo comun en la parte posterior de la rodilla (Snell,
2011). Este nervio inerva los musculos de la parte posterior del muslo, los musculos de la pierna y del
pie (Moore et al., 2017), permitiendo movimientos como la flexién de la rodilla y la extension de la
cadera. Ademas, el nervio ciatico es responsable de sensibilidad de la piel de la mayor parte de la

pierna vy del pie.
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Figura 6. (A) Componentes y ramos de los plexos sacro y coccigeo (Drake, 2020). (B) Recorrido e invervacién del nervio
ciatico (Paulsen, 2024).

El nervio ciatico puede ser susceptible a varias afecciones que afectan a su funcidn. Entre ellas destaca
la ciatica, que se caracteriza por un dolor que se extiende a lo largo del trayecto del nervio ciatico,
desde la parte baja de la espalda hasta los pies, recorriendo la parte posterior de las piernas. También
pueden darse otros sintomas como sensaciéon de quemazén, entumecimiento o debilidad muscular
(Ropper & Samuels Martin A., 2019). Generalmente, la ciatica se produce por una compresion del
nervio ciatico que, a su vez, puede tener varias causas: una hernia de disco lumbar, sindrome piriforme
(el musculo piriforme, localizado en la regidén glitea, comprime el nervio cidtico), embarazo, o

estrechamiento del canal espinal.



1.3 Neuropatias periféricas

Las neuropatias periféricas son un grupo de trastornos que afectan al sistema nervioso periférico, para
los cuales se han identificado cientos de etiologias (Siao & Kaku, 2019). Estas lesiones, resultan en la
pérdida total o parcial de las funciones motoras y sensoriales de las partes del cuerpo inervadas por el
nervio lesionado. Se estima que su incidencia anual es de entre 13 y 23 de cada 100 000 personas
(Sullivan et al., 2016). Los accidentes automouvilisticos son la causa de lesidon predominante (Noble et
al., 1998), seguida por lesiones penetrantes, caidas, heridas por arma de fuego, accidentes
automouvilisticos que involucraron a peatones, lesiones deportivas y lesiones misceldneas
(Kouyoumdjian et al., 2017). La calidad de vida de las personas que sufren este tipo de lesiones se ve
significativamente reducida y los costes de atencién sanitaria derivados de los tratamientos son

bastante elevados (Rosberg et al., 2005).

En 1942, Seddon establecié un sistema de clasificacién de las neuropatias periféricas basado en la
severidad de las lesiones (Seddon, 1943). En 1951, Sunderland expandié esta clasificacion de Seddon

desde tres tipos de lesiones hasta cinco (Sunderland, 1951) (Tabla 1.).

Seddon Sunderland Descripcion

- Bloqueo de la conduccién

- Desmielinizacidn focal sin degradacion axonal
Neurapraxia Grado |

- Secundaria a lesiones leves como isquemia, compresion o

toxinas

- Elaxdn, ademas de la vaina de mielina, se ve afectado por
un dafio irreversible.
Grado Il - El estroma neuronal (endoneuro, perineuro y epineuro)
Axonotmesis permanece intacto.

- Elnervio distal a la lesion sufre degeneracién walleriana

Grado lll - Pérdida de la continuidad axonal y endoneural

Grado IV - Pérdida de la continuidad axonal, endoneural y perineural

- Elaxdn, la vaina de mielina y el estroma estan todos
Neurotmesis Grado V
irreversiblemente dafiados

Tabla 1. Clasificacién de neuropatias periféricas segin Seddon y Sunderland.



1.4 Regeneracion nerviosa en el SNP.

Al contrario que en el sistema nervioso central, los nervios dafiados del sistema nervioso periférico
poseen la capacidad de regenerarse (Kiernan, 1979). Aunque los axones consigan regenerarse, otros
factores como que los tejidos diana no sean capaces de aceptar esa reinervacién (Gutmann & Young,
n.d.) o que los axones sean incapaces de crecer a través del entorno de las células de Schwann
preexistentes (Sunderland & Bradley, 1950), impiden una recuperacion completa y exitosa de la
funcionalidad del tejido nervioso. Ademas, la ratio de regeneracion axonal es de entorno a 1-3 mm/dia,

lo que implica que un axdn tarde meses e incluso afios en regenerarse (Sulaiman & Gordon, 2000)

Cuando un nervio periférico sufre axonotmesis en cualquiera de sus grados o una neurotmesis, se
desencadenan procesos de regeneracidn que involucran a los segmentos proximal y distal del sitio de
lesidn, a las neuronas circundantes y a las células no neuronales (Sullivan et al., 2016). Tras la lesién,
las fibras nerviosas distales comienzan a descomponerse en un proceso conocido como degeneracién
walleriana. Las células de Schwann se multiplican y activan; eliminan los restos celulares y la mielina,
forman una especie de tubo que guia el crecimiento de las fibras nerviosas y secretan factores de
crecimiento. A medida que el axén regenerado crece, busca reconectar con los tejidos que inervaba
en un principio, tales como musculos o glandulas. Una vez establecida esa conexion en la medida de

lo posible, las células de Schwann comienzan a mielinizar el nuevo axén.

Cuerpo celular

Cuerpos de Nissl|

Vaina de mielina

Axén Célula de Schwann

(a) Neurona normal

Célula de Schwann

(c) Regeneracion

Figura 7. Procesos de degeneracion y regeneracion axonal (Tortora & Derrickson, 2006).



1.5 Tratamiento de lesiones de los nervios periféricos

Tras largos periodos de regeneracién, es poco frecuente que se logre una reinervacién funcional

completa del nervio lesionado. Por esta razdn, es necesario recurrir a un tratamiento, o incluso, a la

combinacion de varios de ellos. Actualmente, algunos de los tratamientos mas empleados son:

e Métodos quirurgicos:

O

O

Reparacion quirurgica directa: se realiza suturando los extremos del nervio para
restablecer su continuidad. Este método es especialmente efectivo cuando se realiza
poco tiempo después de la lesion.

Injertos nerviosos: se recurre a ellos cuando ha habido una pérdida significativa de
tejido nervioso. Suelen ser autdlogos, lo que comporta la desventaja de requerir la
extraccién de un nervio sano, causando probablemente una pérdida funcional en el
area donante.

Tubos de guia de regeneracidn: se trata de dispositivos de materiales sintéticos o de
origen bioldgico disefiados para guiar el crecimiento de los axones. Estos tubos
proporcionan un entorno estructurado que evita la dispersion de los axones,
mejorando la precision de la regeneracion.

Métodos quirurgicos emergentes: union fotoquimica de tejido o unién de los extremos

de los axones seccionados con polietilenglicol (Lanier et al., 2021).

e Meétodos no quirurgicos:

O

Administracion de células madre (Kubiak et al., 2020) o de factores de crecimiento
como el NGF (factor de crecimiento nervioso por sus siglas en inglés).

Estimulacion: eléctrica, magnética, con ultrasonidos de baja intensidad, fototerapia o
biofotomodulacion (Alvites et al., 2018) (Modrak et al., 2020)

Terapia génica, farmacoldgica o nutricional.



1.6 Evaluacion del estado del tejido nervioso mediante técnicas

histoldgicas

Actualmente, existen multitud de métodos para evaluar el estado de las fibras nerviosas tras una
lesién y la regeneracidon nerviosa: recuperaciéon conductual mediante pruebas motoras vy
sensoriales, evaluacién de los musculos re-inervados a través de mediciones electrofisioldgicas
junto con el andlisis de las fibras musculares re-inervadas, analisis histomorfométrico e
inmunotincion de las fibras nerviosas regeneradas (tanto mielinizadas como no mielinizadas),
longitud nodal e internodal y analisis de los cuerpos celulares neuronales en la médula espinal y
los ganglios de la raiz dorsal (Ronchi et al., 2023). Por lo general no existe un Unico método que
sea preferible a los demas; mas bien, se combinan varios métodos para responder a segun qué

preguntas u obtener un tipo de informacién concreta.

En este contexto, es importante destacar las técnicas histomorfoldficas. Estas tienen como fin la
obtencidn de imagenes altamente informativas mediante distintas técnicas de microscopia, de las
que se pueden extraer datos como el nimero total de cada uno de los tipos de fibras nerviosas
(mielinicas, amielinicas, degeneradas, regenerantes) el area de los axones, el area de la fibra, el
espesor de la mielina o la G-Ratio. El estudio de estos parametros de densidad y morfométricos es
fundamental para correlacionar cambios morfolégicos con procesos patoldgicos (Goto & Goto,
2006) y evaluar el efecto de nuevos tratamientos. Cabe destacar que para todo ello es necesario
primero conocer en profundidad como son todos estos pardmetros en muestras sanas o controles,

para posteriormente poder realizar las comparaciones pertinentes.

Figura 8. (A) Apariencia ultraestructural normal del endoneuro. (B) Apariencia ultraestructural normal de los axones
(Love et al., 2015)



Procesamiento de las muestras y sus problematicas
A pesar de su utilidad, las técnicas histomorfolégicas se enfrentan a varios desafios, ya que necesitan

grandes inversiones de tiempo, personal y material.

Los procedimientos empleados se componen de humerosos pasos como la fijacidén, deshidratacion,
inclusidn, corte y tincion de los tejidos, pasos requieren mucho tiempo y recursos (Slaoui et al., 2017)
y deben ejecutarse con precision para evitar cometer errores que puedan comprometer los resultados
finales.

El manejo prolongado de las muestras durante estos numerosos pasos no solo es un proceso lento,
sino que también incrementa el riesgo de degradacion del tejido, contaminacién o generacion de
artefactos, es decir, alteraciones del tejido como resultado de un factor externo (Seoane et al., 2004),

gue impiden un estudio completo y adecuado de las muestras.

Hay pasos especialmente criticos en el procesamiento, como por ejemplo, la fijacién (Calvo, 2023),
cuyo objetivo principal es estabilizar las proteinas y otros componentes celulares para evitar la
descomposicidon post-mortem y para mantener la estructura de los tejidos lo mas cercana posible al
estado vivo (Slaoui et al., 2017). Por ello, es esencial que el fijador empleado penetre completamente
en el tejido para preservar adecuadamente su estructura y, precisamente, la penetracion efectiva de
los fijadores es uno de los mayores desafios de la fijacion, ya que esta se ve limitada debido al volumen,
complejidad y densidad de los tejidos (Kiernan,,2000). Asi, se requiere un equilibrio cuidadosa entre el
tipo de fijador (parafaformaldeh’do, glutaraldehido...), el tiempo de exposicion, y el tamano de la

muestra para garantizar resultados éptimos.

Otro paso critico del tratamiento de las muestras, es el contraste, que consiste en usar agentes que
intensifican las diferencias en la obsorcidn de luz o electrones entre distintas partes del tejido, lo que
facilita la diferenciaciéon de componentes celulares y subcelulares que de otro modo serian dificiles de
distinguir. El agente de contraste mas utilizado, sobre todo en microscopia electrénica, es el tetradxido
de osmio OsO4 (Studer et al., 2008) que actia también como un fijador secundario.. Sin embargo, el
tejido nervioso periférico presenta ciertas limitaciones a la hora de ser contrastado, debido al alto nivel
de compactaciéon de la mielina en los nervios (Kister & Kister, 2022), que impide la penetracion del

osmio hacia el centro de las muestras.

La mayoria de estudios histomorfolégicos se realizan con procesamiento de la muestras para
microscopia electrénica de transmision (TEM), aunque en determinados puntos del protocolo se

pueden preparar secciones para observarlas por otras técnicas, como la microscopia dptica. Otras



técnicas basadas en rayos X, como la microtomografia computarizada (Micro-CT) o la microscopia de
rayos X en 3D permiten la visualizacion tridimensional y no destructiva de las muestras(Ritman, 2011)
, eliminando la necesidad de realizar cortes de las muestras. Esto, mejora la integridad de los datos
obtenidos, ya que se elimina la variabilidad que pueda existir entre secciones, y reduce drasticamente

el tiempo de procesamiento.

La micro-CT es ideal para obtener imagenes detalladas de estructuras internas en tejidos y materiales,
mientras que la microscopia de rayos X en 3D ofrece capacidades avanzadas de contraste de fase y
resolucion submicrométrica, permitiendo un andlisis detallado de estructuras internas en alta

resolucion.

1.7 Segmentacion de imagenes con deep learning

Interés clinico de la segmentacion automatica

Una vez obtenidas las imagenes tras el procesamiento histoldgico, extraer la informacién de interés de
estas también supone un alto coste de tiempo, personal y de recursos. Aunque en analisis manual de
las imagenes sigue siendo el gold-standard (método de referencia), existe un creciente interés por

automatizarlo, especialmente mediante técnicas basadas en IA (Inteligencia Artificial).

La segmentacion de imagenes es un proceso que consiste en aislar el objeto u objetos de interés del
fondo (Olabarriaga & Smeulders, 2001), con el objetivo de simplificar la representacion de la imagen
para que sea mas facil de analizar. Esta se ha convertido en una practica cada vez mas habitual en el
diagndstico clinico ya que ayuda en el monitoreo de enfermedades como el cancer (como se
ejemplifica en la Figura 6) la modificacion de dosis de medicamentos y a reducir la exposicién a la
radiacion (Zambrano-Vizuete et al., 2022). A pesar de su utilidad, es un proceso lento y exigente, por
lo que existe un creciente interés de desarrollar métodos automatizados basados en deep learning.

La implementacién de algoritmos de deep learning para la segmentacién automatica en la practica
clinica enfrenta grandes desafios. Entre ellos la necesidad de estandarizar los protocolos de estos
programas y el entrenamiento de los algoritmos de manera rigurosa, comenzando con imagenes de

muestras sanas.
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Figura 9. Segmentacién de una imagen de tejido tumoral (Zambrano-Vizuete et al., 2022).

Segmentacion de imagenes de microscopia de tejido nervioso

Un analisis manual de imagenes de microscopia de tejido nervioso consiste en contar cada axony, para
el analisis morfométrico, rodear con el cursor el exterior de cada fibra nerviosa y después, el exterior
del axén. Ademas, se requiere un procesamiento de los datos posterior para obtener los valores de la
densidad y de los parametros morfométricos. En un intento de automatizar este laborioso analisis, se
han aplicado multiples algoritmos tradicionales de segmentacién de imagenes para la segmentacion y
etiquetado de mielina y axones (Dweiri et al., 2022).Sin embargo estos no han tenido una gran acogida
debido a sus limitados rango de aplicacion y precision (Zaimi et al., 2018). En los ultimos afios, los
métodos de segmentacion automatica basados en deep learning han mostrado grandes capacidades
para segmentar imdagenes de este tipo (Ancires et al., 2012), reduciendo considerablemente el tiempo

empleado en el andlisis (respecto al manual y a los algoritmos clasicos) y brindando datos fiables.
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Figura 10. Ejemplo de segmentacion automatica por AxonDeepSeg. (A) Imagenes de entrada. (B) Resultado de la
segmentacidén automatica. Se muestra en rojo la vaina de mielina, en azul los axones y el negro el resto del tejido, catalogado
como fondo. (Zaimi et al., 2018).



2. Antecedentes

La histologia es una herramienta Util para caracterizar estados patoldgicos y evaluar la eficacia de
tratamientos, partiendo siempre de la base de comprender como funcionan las células y tejidos en
estados sanos. Sin embargo, tanto los protocolos empleados para tratar las muestras como los

métodos para extraer datos de las imagenes obtenidas pueden ser optimizados.

Empezando por el procesamiento de las muestras, este trabajo se centra en optimizar dos puntos
clave: la fijacién y el contraste. En cuanto a la fijacién, el paraformaldehido y el glutaraldehido son los
fijadores por antonomasia (Yanoff, 1973). El paraformaldehido penetra de manera mas rapida,
mientras que el glutaraldehido lo hace de forma mas lenta, pero proporciona una fijacion mas robusta.
Es por ello, que podria resultar interesante el estudio de la fijaciéon proporcionada solamente por el
glutaraldehido, asi como por la mezcla de ambos fijadores, que segun Kiernan (2000) permite una
preservacion excelente de la ultraestructura celular, haciendo que sea una opcién comun en estudios

gue requieren alta resolucion.

.Conrespecto al contraste, debido a sus limitaciones numerosas investigaciones se centran en explorar
métodos para mejorar la eficacia del osmio. Uno de los abordajes mas comunes es el uso del osmio
reducido, que se obtiene combinando el osmio con otros agentes como el ferrocianuro de potasio
(White et al., 1979;Str6h et al., 2022), que elimina el osmio de manera eficiente de estructuras no
lipidicas, aumentando la concentracién de éste en los lipidos respecto a otras estructuras. Otra
estrategia comun para mejorar el rendimiento del osmio es usar la tiocarbohidrazida (Seligman et al.,
1966a), que funciona como un puente que permite la deposicion de mas osmio en los sitios originales
donde se encuentra el osmio tras una primera incubacién (Tapia et al., 2012). También se ha optado
por buscar compuestos alternativos al osmio, como es el Lugol. Su capacidad para penetrar tejidos
densos y su menor toxicidad lo convierten en una opcidn interesante para algunas aplicaciones
relacionada con la microtomografia computarizada (Micro-CT), especialmente en la visualizacidon de

tejidos blandos (Xia et al., 2020).

Ademas, seria util estudiar la utilidad de herramientas automaticas como AxonDeepSeg (Zaimi et al.,
2018) para suplir posibles deficiencias en el procesamiento, y evaluar su capacidad de asemejarse a un

analisis efectuado de manera manual.



3. Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Master (TFM) es optimizar el procesamiento
histomorfolégico de muestras sanas de nervio ciatico, con el fin de obtener imagenes con una
histologia uniforme y, por tanto, altamente informativas. De ser determinado, el mejor protocolo sera
utilizado para observar muestras mediante microscopia de rayos X y para realizar segmentacion de las

imagenes con Inteligencia Artificial de manera dptima.

En cuanto a los objetivos especificos, estos son:
- Determinar el mejor tipo de fijacién, para establecer cual de ellas ofrece una mejor
preservacion de las estructuras celulares y tisulares.
- Determinar el contraste que mas realce la vaina de mielina.
- Segmentar de manera automatica y 6ptima imagenes con histologia deficiente.
- Comparacion del contaje de axones y parametros morfométricos entre una herramienta

automatica y el método manual.



4. Materiales y métodos

4.1 Aprobacion ética

Los procedimientos experimentales llevados a cabo para este trabajo se ajustaron a la Directiva
2012/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, y al RD 53/2013 de la regulacién espafiola sobre
la proteccion de animales utilizados con fines cientificos y aprobados por el Comité de la Universidad
Miguel Hernandez de Elche para el uso de animales en el laboratorio con el Cddigo de Investigacién

Responsable (COIR) 240718020604.

4.2 Animales de experimentacién

Se han utilizado un total de cuatro ratas Wistar. Los animales se mantuvieron en condiciones dptimas
de temperatura, humedad y ventilacidn, y fueron expuestas a ciclos de 12h de luz/oscuridad, con el fin
de mantener correctamente los ritmos circadianos. Ademas, tuvieron acceso a comida y agua ad
libitum. Previamente al sacrificio, las ratas fueron examinadas para garantizar que su estado de salud

era optimo y que no influiria negativamente en el procedimiento experimental.

4.3 Sacrificio, perfusion y extirpacion quirargica del nervio ciatico.

Las cuatro ratas Wistar fueron sacrificadas mediante una sobredosis intraperitoneal de Dolethal ®, un
medicamento de uso veterinario cuyo componente principal, el 4cido barbiturico, actia deprimiendo
el SNC debido a una disminucién en el consumo de oxigeno por el cerebro. Previamente a la inyeccion
de Dolethal ®, las ratas fueron expuestas a la inhalacién de isoflurano, un agente volatil que induce un

estado de somnolencia, para garantizar que no sufrieran con la inyeccion intraperitoneal.

Tras el sacrificio, a las ratas se les realizdé una perfusion transcardiaca. Esta técnica permite una
distribucién uniforme de fijadores a través del sistema circulatorio del animal. Para ello, se insert6 una
canula en el ventriculo izquierdo. Con el fin de permitir el drenaje primero de la sangre, y
posteriormente del tampdn y de la solucidn de fijacion, se realizd un corte en la auricula derecha.
Mediante una bomba peristaltica, se hizo pasar primero 100 mL de tampdn cacodilato 0,15M a un flujo
de 0,45ml/min, hasta que se observd que se habia drenado toda la sangre. A continuacion, se hizo
pasar por la bomba 250 mL de la solucién de perfusion al mismo flujo que el tampdn. En este caso se
emplearon dos soluciones de distinta composicion, que se especifican en la siguiente tabla, todo

diluido en tampdn cacodilato 0.15M.



Composicion de las soluciones de fijacion

Tipo | Tipo ll

Paraformaldehido (PFA) 2% y glutaraldehido
glutaraldehido 2,5%.
2,5%.

Tabla 2. Composicion de las disoluciones de perfusion.

Una vez completada la perfusion, se extrajeron ambos nervios ciaticos de cada rata y se cortaron en
secciones de tamano similar, para garantizar que los resultados fueran uniformes y no estuvieran

influidos por el tamafio y grosor de las muestras.

4.4 Fijacidén y contraste
Fijacidon
Para fijar correctamente las muestras, estas fueron incubadas durante 24h en una disolucién de PFA

2% y glutaraldehido 2,5%.

Contraste
A continuacion, los nervios se introdujeron en las distintas disoluciones de contraste, cuyas

composiciones se especifican en la tabla:

Solucion de contraste

Tipo | Tipo Il Tipo I

Tetradxido de osmio reducido

con ferricianuro de potasio

Tetradxido de osmio reducido Lugol (2h)
con ferricianuro de potasio Tiocarbohidracida (1h)
(2h) (24h) Tetradxido de osmio reducido

con ferricianuro de potasio

(2h)

Tabla 3. Composicion de las distintas disoluciones de contraste.

Al combinar los dos tipos de perfusiones y los tres tipos de contrastes, se obtuvieron un total de seis
condiciones que comparar entre si. El ensayo se realizd por duplicado, ya que se perfundieron dos
ratas con cada tipo de solucion (un total de 4 animales) y de cada una de ellas se extrajeron tres
secciones de nervio para probar con cada uno de los tres diferentes contrastes, lo que hizo un total de

doce muestras.



Perfusidn

Tipo | Tipo ll
Paraformaldehido 2% + glutaraldehido 2.5% Glutaraldehido 2.5%
Contraste Contraste
I Il i I Il i
Osmio Lugol Osmio reducido Osmio Lugol Osmio reducido
reducido con con ferricianuro  reducido con con ferricianuro
ferricianuro de potasioy ferricianuro de potasioy
de potasio tiocarbohidrazida  de potasio tiocarbohidrazida

Tabla 4. Grupos de muestras segiin el método de fijacidn y de contraste.

Asi, las muestras perfundidas con disolucién Tipo 1 se etiquetaron como 1.X, y las perfundidas con la
disolucidn tipo Il como 2.X. Las muestras contrastadas con la disolucidn de contraste | se etiquetaron

como X.1, con el contraste Il como X.2 y con el contraste X.3.

4.5 Protocolo de inclusion

Posteriormente las muestras se deshidrataron mediante un gradiente de alcoholes: (25% - 5 min, 50%
- 5 min, 70% - 10 min, 90% - 15 min, 100% - 4x10 min). Finalmente, los nervios fueron incluidos en
resina Agar100 de consistencia media y polimerizados a 629C, obteniéndose unos bloques de resina
individuales con los nervios embebidos en su interior, tal y como se observa en la Figura 11. Como
liquido de transicion entre los alcoholes y la resina se utilizé el éxido de propileno. Para comprobar si
el procesamiento histoldgico se habia llevado a cabo de forma correcta, se tifieron varios cortes con

azul de toluidina y fueron observados mediante microscopia éptica.

Figura 11. Distintas etapas del procesamiento histoldgico (A) Inclsuidn de los nervios en los moldes con resina sin
polimerizar. (B) Nervio en un bloque de resina polimerizada. (C) Seccién de 400 nm tefiida con azul de toluidina.



4.6 Microscopia dptica

Una vez obtenidos los bloques con los nervios en su interior, se realizaron cortes semifinos (400 nm de
espesor) con un ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT Ultramicrotome). Se tifieron los cortes con azul
de toluidina, y se fotografiaron y digitalizaron con la ayuda de un escaner (Motic EasyScan One) y su

correspondiente software para analizar las imagenes generadas (MoticDSAssistant).
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Figura 12. (A) Secciones semifinas obtenidas mediante ultramicrotomia. (B) Captura de una
seccién de un nervio obtenida con Motic EasyScan One.

4.7 Microscopia electrénica

Una vez obteni