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Facultad de Biologia lectina UEA para poner de manifiesto el endotelio capilar. Este método permite
Universidad de Vigo. obtener datos cuantitativos, insesgados y precisos de manera sencilla y

eficiente de estructuras bioldgicas tridimensionales.

INTRODUCCION

Un gran problema de la biologia es la cuantificacion de ciertos parametros de forma precisa e
insesgada como, por ejemplo, el numero total de células, el volumen, la superficie o la longitud total de
una estructura (Mouton, 2011). Algunas técnicas como las imagenes por resonancia magnética (MRI)
permiten calcular el volumen de estructuras biolégicas in vivo, pero no su superficie o longitud. Ademas,
en estructuras pequefas, los resultados no siempre son precisos, ni tampoco sirven para cuantificar
estas variables en tejido post mortem.

La estereologia es una metodologia cuantitativa que permite obtener informacién tridimensional de un
objeto de estudio a partir de secciones paralelas y equidistantes. Esta técnica es insesgada puesto que
se basa en el muestreo sistematico y aleatorio, sin hacer asunciones previas. Es muy eficiente porque
permite obtener informacion de un érgano completo sin analizar todos sus cortes, ya que todas las
secciones de un objeto tienen la misma probabilidad de ser analizadas (Howard & Reed, 2005; Mouton,
2011). Utiliza plantillas con caracteristicas geométricas conocidas para estimar parametros como el area,
volumen, longitud y superficie. La estimacion se realiza a partir del numero de intersecciones al azar
entre la plantilla y el objeto de estudio (Mouton, 2011).

La estereologia se ha usado en medicina para el calculo de volumenes de distintos drganos como los
pulmones (Wiebe & Laursen, 1998), o distintas estructuras neuroldgicas, como la amigdala basolateral
(Rubinow et al., 2016) o el bulbo olfativo (Bhatnagar et al., 1987). También se ha utilizado para estimar el
numero de células de areas nerviosas (Bhatnagar et al., 1987) o la longitud de la red capilar de diversos
organos (Wiebe & Laursen, 1998; Kreezmanski et al., 2005).

El objetivo de este trabajo de investigacion es adaptar la técnica estereoldgica denominada Isector para
obtener valores precisos e insesgados del volumen y la longitud de la red capilar de bulbos olfatorios
humanos a partir de secciones.

MATERIALES Y METODOS

Para la cuantificaciéon del volumen de la red vascular se utilizé el método de Cavalieri y para la
cuantificacién de su longitud, la combinacion entre el método de Cavalieri y la obtenciéon de secciones
IUR (“Isotropic Uniform Random”) (Howard & Reed, 2005). EIl érgano escogido para poner a punto la
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metodologia fueron bulbos olfativos humanos de individuos control e individuos diagnosticados de
Alzheimer.

1. Obtencion de secciones IUR.

Para utilizar la técnica de las secciones IUR es necesario generar una orientacién aleatoria de los
bulbos olfativos escogidos (4 pertenecientes a individuos control y 4 pertenecientes a individuos
diagnosticados de Alzheimer). Para ello, los bulbos se incluyeron en bloques de parafina con las
dimensiones adecuadas para introducirlos en el interior de una esfera hueca de goma. A continuacion, una
vez sellada la abertura con cinta adhesiva, se hizo girar la esfera al azar sobre una superficie plana
(Figura 1). Tras detener la esfera, se extrajo el bloque con mucha precaucién, evitando variar su
orientacién espacial y se monté sobre un portamuestras.

Para comprobar que este método es apropiado
para generar orientaciones aleatorias se hizo un
estudio estadistico. La superficie de la esfera se
dividié en cuatro cuadrantes numerados del 1 al 4
y se hizo rodar sobre una superficie plana, con un
bloque de parafina dentro. Se anoté el cuadrante
que ocupaba el “polo norte” tras su detencion.
Este proceso se realiz6 100 veces y a los
resultados se les aplico la prueba x? de Pearson
para testar la hipotesis de aleatoriedad.

Una vez montados todos los bloques, cada uno
Figura 1: Método de la “esfera rodante”. Procedimiento

con su orientacion aleatoria, se cortaron por para generar una orientacion aleatoria del bloque de
completo en secciones de 8 ym de grosor con un parafina.

microtomo de parafina (Leyca, RM2235). Los cortes se montaron alternativamente en dos series (una con
los cortes pares y otra con los impares).

2. Seleccion de cortes

Para aplicar el método estereolégico han de escogerse unas 10 secciones de manera aleatoria y
sistematica de la siguiente manera. Se contd el numero total de cortes de cada bulbo y se dividid entre
10, obteniendo 10 intervalos fijos con el mismo numero de cortes (T). Para seleccionar el primer corte de
estudio, se generd un numero al azar entre los cortes del primer intervalo utilizando la funcién “aleatorio”
en Excel (http://www.microsoftstore.com/). A este nimero se le suma el intervalo fijo (T) para elegir el
segundo corte y asi sucesivamente hasta obtener los 10 cortes de estudio (Fig. 2)

Figura 2:Esquema donde se
muestran los intervalos (T) de un
bulbo olfativo y la eleccion aleatoria
del corte (3) del primer intervalo.
Los numeros en verde de la parte
inferior corresponden a los cortes
seleccionados.
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3. Marcaje de capilares con la lectina UEA

Los portaobjetos con los cortes seleccionados se procesaron para poner de manifiesto la red capilar
con la lectina UEA (aglutinina de Ulex europaeus), que marca el endotelio de los capilares sanguineos,
ademas de las aferencias olfativas primarias.

Primeramente se elimind la parafina de las secciones de los portaobjetos con xileno (2 x 10 min) y se
hidrataron en una gradacion decreciente de etanol 100° (2 x 10 min), 96°, 80° y agua (10 min cada uno).
El tejido se sumergié 1 h en tampdn fosfato salino 0.1 M pH 7.4 (PBS) con perdxido de hidréogeno (7:3),
para eliminar la actividad peroxidasa enddgena y evitar la aparicion de falsos positivos. Los cortes se
lavaron en PBS (2 x 5 min) y se bloquearon los sitios potenciales de union inespecifica de la lectina UEA
al tejido incubando los cortes 1h en una solucion de bloqueo (albumina de suero bovino al 1% diluida en
PBS). Tras ello, se lavaron en PBS (2 x 5 min) y se mantuvieron toda la noche incubando con la lectina
UEA conjugada con biotina (Vector Laboratories) a una concentracién de 10 yg/mL en PBS.

La incubacion se realizd mediante el método tipo sandwich. Se colocaron dos tiras de Parafilm (SIGMA)
en los extremos del portaobjetos con los cortes y un portaobjetos limpio sobre las tiras, quedando una
separacion correspondiente al grosor de las tiras de Parafilm. A continuacion, se anadieron 150 uL de la
solucion con la lectina a cada sandwich. Los sandwiches se incubaron durante toda la noche a
temperatura ambiente en una camara humeda. Tras la incubacidn, los cortes se lavaron 3 veces durante
10 min en PBS y se incubaron con el complejo avidina-biotina peroxidasa (ABC; Vector Laboratories) a
una concentraciéon de 1/100 en PBS durante 1 h. Seguidamente se realizaron 2 lavados de 10 min en PBS
para eliminar el complejo ABC no unido.

A continuacién los cortes se sumergieron 10 minutos en tampdn fosfato pH 7.8 y 0.1 M (PB) y se
procedid al revelado. Para ello, los cortes se incubaron en una solucion de 3-3’ diaminobencidina (DAB;
SIGMA) y 0.01% de peroxido de hidrégeno. La reaccion se mantuvo hasta que se observo color marron
en los cortes. Una vez se considero 6ptima, la reaccion se detuvo con varios lavados de 5 min en PB.

Tras el revelado se realizd una tincion de contraste con hematoxilina de Mayer para poner de manifiesto
los nucleos celulares. Los cortes se sumergieron en hematoxilina de Mayer durante 45 s y se diferencio6 el
colorante incubando los cortes en agua corriente durante 15 min. Posteriormente se deshidrataron en una
gradacion creciente de etanol de 80°, 96° (5 min cada uno), 100° (2 x 5 min), se aclararon con xileno (2 x
5 min) y se montaron con el medio de montaje Coverquick 2000 (VWR; Chemicals).

4. Cuantificacion por métodos estereolégicos

Una vez procesadas y montadas las secciones, se emplearon los métodos esterolégicos que se
describen a continuacién para calcular el volumen total del bulbo olfativo, el volumen de capilares y la
densidad de longitud de capilares. Primeramente, cada una de las 10 secciones de cada bulbo,
seleccionadas de manera aleatoria y sistematica, se fotografié con una camara digital DP71 (Olympus)
acoplada a un microscopio Olympus (Bx51), con el objetivo de 20X. Las imagenes se montaron en con el
programa Inkscape (https://inkscape.org/es). En el mismo programa se disefaron las plantillas para el
calculo de los parametros anteriores, de forma que se contaron entre 10-20 intersecciones del tejido de
cada corte con cada plantilla, tal y como recomienda Mouton (2011).

4.1. Calculo del volumen bulbar

Para la cuantificacion del volumen bulbar se aplicé el método de Cavalieri, que permite estimar el
volumen de un objeto a partir de 10 cortes paralelos, separados un intervalo fijo (T) (Howard & Reed,
2005). Se calculo el area de cada corte mediante una plantilla de puntos superpuesta al azar, en la que
cada punto llevaba asociada un area determinada (Figura 3).

Foérmula del método de Cavalieri: Volumen = 3P x (a/p) x T

> P: numero total de puntos de la plantilla que se superpone con cada una de las secciones; a/p: area
asociada a cada punto; T: intervalo en ym entre los cortes.
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4.2. Calculo del volumen de la red capilar

El volumen total de la red capilar se calculd
también mediante el método de Cavalieri, usando los
10 cortes previamente seleccionados. En este caso,
el numero de puntos totales es el numero de puntos
que se superpusieron con algun capilar, mientras
que los que se superpusieron con cualquier otra
parte del tejido no se consideraron.

Férmula de Cavalieri para el volumen de capilares:
Volumen = P x (a/p) x T

>P: numero total de puntos superpuestos; . .
i . . Figura 3 :Esquema del método de

a/p: érea asociada a cada punto; T: intervalo en ym Cavalieri. a/p: area asociada a cada
entre los cortes. punto.

4.3 Calculo de la densidad de longitud

La densidad de longitud de un objeto (Lv) es la longitud por unidad de volumen en un determinado
espacio de referencia. Se calcula segun la siguiente formula: Lv = Longitud objeto/ Volumen del espacio
de referencia (Howard & Reed, 2005).

Para la cuantificacion de la densidad de longitud se utilizé la técnica de la “linea prohibida”. La plantilla
se disefidé con cuadrados, con dos lados verdes y dos rojos, de forma que se contaron aquellos capilares
a los que se superpuso una linea verde o quedaron dentro del cuadrado de muestreo. Aquellos capilares
a los que se superpuso una linea roja no se contaron (Figura 4). Al igual que en los casos anteriores, la
plantilla se disefié de forma que se contaran entre 10 y 20 capilares por corte.

Figura 4 :Técnica de la linea prohibida. Los capilares en verde corresponden a
aquellos que se cuentan, mientras que los rojos no se cuentan.

La plantilla se coloco sobre cada una de las secciones y se contd el numero de capilares, siguiendo la
regla antes descrita. La densidad de longitud se estimd segun la siguiente férmula: Lv = (2 x Q) / ((a/p) x
2P)

> Q: sumatorio total de capilares contabilizados; a/p: area de muestreo; Y P: numero total de cuadrados
que caen dentro del corte.

Ademas de la densidad de longitud, se estimé la longitud total de la red capilar, despejando la longitud
(L) de la ecuacion Lv = longitud total (L) / Volumen

L= Lv x Volumen; Lv: densidad de longitud; Volumen: volumen bulbar total (espacio de referencia)
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RESULTADOS

1. Orientacion aleatoria del plano de corte

Para aplicar las técnicas estereolégicas empleadas es necesario conseguir una orientacion al azar del
bulbo olfativo. Se utilizd la técnica del “Isector” (Nyengaard & Gundersen, 1992), con las modificaciones
descritas en Material y Métodos.

La validez del método de la “esfera rodante” se comprobé aplicando la prueba de x* de Pearson a los
resultados obtenidos. Se partié6 de la siguiente hipdtesis nula: los resultados siguen una distribucion
aleatoria (cada cuadrante de la esfera tiene una probabilidad de 0.25 de aparecer en el "polo norte")
(Tabla 1).

Tabla 1 :Frecuencia de cada cuadrante de la esfera tras 100 lanzamientos y las frecuencias esperadas.

Cuadrante Frecuencia (Oi) Frecuencias esperadas (Ei)
1 23 25
2 24 25
3 26 25
4 27 25

Mediante la siguiente férmula se obtuvo el estadistico de contraste (x2). Cuanto menor sea este valor,
mas se acercan los valores observados a los esperados y, por tanto, concuerdan con la hipétesis nula.
O_i-E_i )*2/E_i
Xx2: estadistico de contraste; Oi: frecuencia observada; Ei: frecuencia esperada.

El estadistico de contraste obtenido fue de 0.4. Este valor se compardé con el valor critico de la
distribucién x? con 3 grados de libertad (4 filas -1) y un a=0.05. El valor de x? (3) es de 7.82 > 0.4, por lo
que se aceptd la hipotesis nula. Para un error a=0.05, los datos se ajustaron a una distribucion aleatoria,
por lo que la técnica de la “esfera rodante” es adecuada para generar la orientacién aleatoria de los
bulbos.

2. Volumen bulbar y volumen toral de la red capilar.

Mediante el método de Cavalieri se obtuvo tanto el volumen bulbar total como el volumen total de los
capilares. Para el calculo del volumen bulbar total se empleé una plantilla con un area asociada de 89401
um2 (299 ym de lado) (Figura 5).
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Figura 5 :Cuantificacion del volumen bulbar. A) y B) Panoramica de dos secciones
de bulbo olfativo donde se observan las estructuras positivas para la lectina UEA 'y
la plantilla del célculo de volumen superpuesta. Las cruces en azul oscuro
representan aquellos puntos de la plantilla que se cuentan puesto que se solapan
con el tejido, mientras que las de color azul claro no se cuentan. Barra: 200 um.

El volumen de capilares se obtuvo de la misma forma que el bulbar, utilizando una plantilla de un area
asociada a cada punto de 1521 ym2 (39 um de lado) (Figura 6).

Figura 6 :Cuantificacion del volumen total de capilares. Los puntos de la plantilla aparecen como cruces y los
circulos verdes encierran a aquellos puntos que se cuentan porque se superponen con un capilar. A) Capilar
longitudinal con tres puntos superpuestos (flecha). B) Capilares transversales y longitudinales en la zona
granular con puntos de la plantilla superpuestos. Barras: 20 ym.
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3. Densidad de longitud de capilares

Para la estimacién de este parametro se empled una plantilla con areas cuadradas de muestreo de
2025 ym2 (cada una de ellas, con 45 pm de lado), que contenian lineas permitidas y lineas prohibidas.
Esta se superpuso sobre cada corte y se contd el numero de capilares totales que estaban dentro de cada
area (Figura 7), siguiendo la regla descrita en Material y Métodos.

Figura 7 :Cuantificacion de la densidad de longitud. A) Panoramica de una seccion de bulbo
olfativo donde se observan estructuras marcadas con UEA y la plantilla de calculo de densidad
de longitud superpuesta. B) y C) Detalle de imagenes utilizadas para el calculo de densidad de

longitud. Las flechas marcan capilares que se consideran para el conteo, puesto que tocan al
menos una linea verde (permitida) del area de muestreo o estan en el interior de la misma. Las
cabezas de flechas sefialan capilares que no se cuentan, ya que tocan al menos una linea roja

(prohibida). Barras: A: 200! m,By C: 20! m.

4. Aplicaciéon del método

A continuacion aparecen los resultados obtenidos con esta metodologia y el analisis estadistico de
varianza de un factor (ANOVA), para comprobar si habia diferencias estadisticas que pudieran deberse
a efectos provocados por la enfermedad de Alzheimer (Tabla 2; Tabla 3; Figura 8; Figura 9).

Tabla 2 :Media y desviacion estandar de volumen relativo y densidad de longitud en el grupo control y el
grupo Alzheimer. D. E: desviaciéon estandar.

Volumen relativo Densidad de longitud
Grupo Control Alzheimer Control Alzheimer
Media 0,011 0,008 259,803 201.019
D.E 0,002 0,005 60,802 149,376
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Tabla 3 :Resumen de los resultados del analisis ANOVA para determinar las diferencias significativas entre
los grupos de bulbos olfativos. GL: grados de libertad.

Parametro GL F Sig.
Volumen relativo 7 0,804 0,404
Densidad de longitud 7 0,064 0,809

Figura 8 :A) Volumen relativo (Volumen capilar / Volumen bulbar) de cada uno de los bulbos olfativos
analizados. En rojo aparecen los bulbos olfativos pertenecientes a individuos con Alzheimer y en azul los
individuos control. B) Volumen relativo medio de cada grupo. El analisis estadistico indica que no hay diferencias
significativas (p>0.05) entre los bulbos control y enfermos (Tabla 3). En las barras de error se representa la
desviacion estandar (Tabla 2).

Figura 9 :A) Densidad de longitud de capilares de cada uno de los bulbos olfativos. En rojo aparecen los bulbos
olfativos pertenecientes a individuos con Alzheimer y en azul los individuos control. B) Densidad de longitud
media de capilares de cada grupo. El anélisis estadistico indica que no hay diferencias significativas entre el

grupo de los bulbos control y el de los diagnosticados (p>0.05) (Tabla 3). En las barras de error se representa la

desviacion estandar (Tabla 2).

DISCUSION Y CONCLUSION

Uno de los objetivos de este trabajo era medir la longitud capilar en tejido post mortem. En tejido vivo
esto se ha realizado mediante microscopia intravital en ratones (Pries et al., 1994). Sin embargo, en tejido
post mortem es dificil obtener este valor con otra metodologia que no sea mediante la obtencién de
secciones histolégicas combinadas con la estereologia. Existen 4 métodos estereoldgicos para estimar la
longitud: las secciones VUR (“Vertical Uniform Random”), los planos isotropicos virtuales, las esferas
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isotrépicas virtuales y las secciones IUR (“Isotropic Uniform Random”) (Mouton, 2011). El método de las
secciones IUR se basa en la obtenciéon de secciones con planos de corte aleatorios (ver Material y
Métodos). No suele gustar a los bidlogos, ya que si la estructura se corta al azar, en muchos casos no es
facil reconocerla. Sin embargo, presenta grandes ventajas respecto a los otros tres métodos: No es
necesario equipamiento especializado, es adecuado para cortes finos y es facil disefar las plantillas para
el recuento (el cicloide necesario para las secciones VUR es complicado). El bulbo olfativo es apropiado
para este método ya que puede orientarse y cortarse facilmente en cualquier plano y es un tejido sin
partes duras por lo que la orientacidon no afecta a la calidad de los cortes.

El método para generar las secciones IUR empleado en el presente trabajo es una modificacion del
"isector" (Nyengaard & Gundersen, 1992), el cual consiste en embeber el objeto de estudio en una esfera
de resina y hacerla rodar en todas direcciones, se detiene y se corta por el plano paralelo a la superficie.
En nuestro caso el objeto de estudio no se embebe, sino que se introduce en el interior de una esfera
hueca. Este método permite obtener planos de corte aleatorios de manera sencilla, rapida y barata. La
aleatoriedad queda demostrada tras la realizacidon de x2 de Pearson (ver Resultados). Ademas, la lectina
UEA es un buen marcados de aferencias olfativas primarias y red capilar bulbar en tejido humano post
mortem.

Los resultados obtenidos de densidad capilar son bastante semejantes a los obtenidos por Kreczmanski
et al. (2005) en cortex frontal humano. Respecto al volumen capilar, no hay estudios en estructuras
neuroldgicas. Wiebe & Laursen (1998) estimaron el volumen de la red capilar del pulmén, cuyo resultado
es mayor al obtenido en el bulbo olfativo. Los resultados muestran que, con este pequefio tamafo
muestral, no hay diferencias entre el grupo control y el grupo Alzheimer, aunque la variabilidad entre
individuos del mismo grupo es muy alta y son necesarias mas muestras para obtener unos datos mas
consistentes.
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