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RESUMEN:

Actualmente las miopatias geneticas han tomado importancia debido a que con el
avance de la ciencia y tecnologia se ha enriquesido la mejor comprension
subyacente de la enfermedad neuromuscular, son diversos los genes implicados en
las miopatias de causa genetica, por lo que se clasifican en fenottpos clinicos para
particulizar el diagnostico (Shieh P, 2013), en la realizacion de este servicio social se
estudiaron las de tipo mitocondrial y metabolicas, estas son enfermedades raras y
poco frecuentes en la practica clinica, es por eso que comunmente son
diagnosticadas y estudiadas en centros de investigacion. El Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” es una de las pocas
instituciones a nivel internacional que de forma exclusiva se dedica a la
investigacion, ensefianza, diagndstico y tratamiento de las estas enfermedades
neuromusculares. La biopsia muscular en fresco o fijada de forma fisica, analizada
en microscopia optica es una herramienta util en este diagnostico. En la realizacion
de este servicio social se aplicaron tinsiones para encontrar hallazgos especificos
para contribuir en el diganostico, para descartar otras causas de enfermedades
neuromusculares (miopatias inflamatorias) y observar la estructura de las fibras
musculares tales como Hematoxina y Eosina (H y E) y Trocomico de Gomiri,
también se aplicaron tinsiones para valorar reaciones enzimaticas como NADH que
valora el complejo Il y la tinsion de COX para valorar el complejo IV de la cadena de
respiracion mitocondrial.
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1. INDRODUCCION

En el Laboratorio de Patologia Experimental del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Sudarez” se realiza investigacion de las diversas
alteraciones del sistema nervioso periférico y central aplicando técnicas para contribuir
en el conocimiento de las neurociencias, sus areas de trabajo son Microscopia
Electrénica, Histopatélogia y Patologia Vascular.

La finalidad de este informe es dar a conocer las actividades realiazadas durante el
Servicio Social prestado por la alumna en El Laboratorio de Patologia Experimental del
INNN durante un periodo de seis meses.

Mediante la realizacién del Servicio Social en el Laboratorio de Patologia Experimental
se contribuy6 en técnicas histoldgicas con las que se proporcionoé el diagndstico pronto y
veridico a pacientes con sospecha clinica de miopatias mitocondriales y metabdlicas.
De esta forma, la alumna adquiri6 y aplic6 conocimientos que le favorecieron el
desarrollo de su formacién profesional y simultdneamente se le proporciono un
diagnéstico oportuno de miopatias mitocondriales y metabdlicas a pacientes del sector
salud.



2. ANTECEDENTES DEL PROGRAMA

El Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” es una de
las pocas instituciones a nivel internacional que de forma exclusiva se dedica a la
investigacion, ensefianza, diagnoéstico y tratamiento de las enfermedades cerebrales
desde el nivel molecular y hasta el @&mbito social. Al tratarse de una institucion lider en
México, con reconocimiento internacional representa una oportunidad Unica para
desarrollar el servicio social en sus instalaciones. En el Laboratorio de Patologia
Experimental se realiza investigacion basica y clinica de las alteraciones del sistema
nervioso periférico y central aplicando técnicas actualizadas para contribuir en el
conocimiento de las neurociencias, sus areas de trabajo son Microscopia Electrénica,
Histopatélogia y Patologia Vascular.

3. UBICACION GEOGRAFRICA

Las actividades se realizaron en el Laboratorio de Patologia Experimental del area de
investigacion del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez’. El INNN se encuentra ubicado en la Avenida Insurgentes Sur 3877, Colonia La
Fama en la Alcaldia Tlalpan de la Ciudad de México.

4. OBJETIVO GENERAL

Mediante la realizacién del Servicio Social en el Laboratorio de Patologia Experimental
se contribuyd en técnicas histolégicas con las que se proporcioné el diagndstico pronto y
veridico a pacientes con sospecha clinica de miopatias mitocondriales y metabdlicas.
De esta forma, se adquirieron y aplicaron conocimientos que favorecieron a la alumna
en el desarrollo de su formacion profesional y simultaneamente se le proporciono un
diagnéstico oportuno de miopatias mitocondriales y metabdlicas.

5. ESPECIFICACIONES Y FUNDAMENTO DE LAS ACTIVIDADES
DESARROLLADAS

Se contribuy6 en procedimientos técnicos de laboratorio que proporcionaron informacion
complementaria en el diagnostico de 23 pacientes con sospecha de miopatias
mitocondriales y 38 pacientes con sospecha de miopatias metabdlicas. La duracion de



las actividades fue de 480 horas distribuidas en un periodo de seis meses, iniciando el
29 de noviembre de 2021 y terminando el 29 de mayo de 2022.

Para el diagnostico de enfermedades neuromusculares se requiri6 una muestra de
biopsia muscular, el tejido fresco se fragmentoé en tres partes con ayuda de una hoja de
bisturi y después se procesd en microscopia electrénica, técnica histopatologica y
microscopia Optica para tejido nervioso.

5.1 Microscopia electrénica para muasculo.

Para el procesamiento ulterior mediante microscopia electrénica uno de los fragmentos
de cada biopsia fue segmentado en muestras pequefias, posteriormente se fij6 de forma
guimica mediante la inmersion en glutaraldehido al 2% en solucidn buffer, las fijaciones
duraron como minimo 2 dias y como maximo 2 semanas (Dubowitz et al., 2013).
Después se aplicd una segunda fijacion en tetroxido de Osmio al 1%, se lavé en &cido
de cacodilato y se deshidraté en acetona. Posteriormente se incluyé en resina sintética
EPON. Después de la polimerizacién y desmolde de las capsulas de inclusion se
tallaron los bloques y fueron seccionados en un microtomo en cortes semifinos de 1 ym
de grosor, o en cortes ultrafinos de 60 nm de grosor (Gracia-Bragado et al., 205). El
primer corte se recogié con un portaobjetos de cristal y fue teflido con azul de Toluidina
para ser evaluado en microscopia Optica; los demas cortes fueron recogidos en rejillas
de cobre para ser tefiidos con acetato de uranilo y citrato de plomo, posteriormente se
analizaron en microscopio electrénico de transmision.

5.2 Técnica histopatologica para musculo.

Otro de los segmentos restantes de cada biopsia se fijo fisicamente mediante la
congelacion en isopentano 2 metilbutano enfriado en Nitrogeno liquido, cuando la
muestra se encontraba congelada se monté en un soporte de corcho con Tissue Tek y
se seccionara en un criostato previamente aclimatado a -20°C en cortes de 5 a 8um de
grosor (Weller, 1984). El primer corte fue tefiido con azul de Toluidina y se evalu6 en
microscopia Optica, los demas cortes se sometieron a técnicas histolégicas, técnicas
inmunohistoquimicas y técnicas histoquimicas.

El tercer segmento de la biopsia se fij6 de forma quimica mediante la inmersion en
paraformaldehido al 4% durante 24 horas y sera incluyd en parafina. Posterior a la
fijacion la muestra se corté en un microtomo a 5 ym de grosor; los cortes se recogieron
en portaobjetos de vidrio y fueron almacenados. Antes de realizar el procedimiento de
tincion los cortes fueron desparafinados e hidratados (Weller, 1984), una vez hidratados
se les aplicaron técnicas histologicas y técnicas inmunohistoquimicas.



5.3 Microscopia optica para tejido nervioso: técnica histolégica Rojo Congo Rojo
Congo de Bennhold para Amiloide.

La muestra se fij6 quimicamente en formalina neutra estabilizada al 10%,
posteriormente a la fijacion se incluy6é en parafina y se cortaron en un microtomo, los
cortes se recogieron en portaobjetos de vidrio y fueron almacenados. Los cortes se
desparafinaron de forma tipica y se hidrataron en serie descendente de alcohol,
posteriormente se realizo el proceso de tincion respetando los periodos indicados (Tabla
1), después de cada paso de tincion los cortes se escurrieron absolutamente por
método de goteo para evitar el arrastre de soluciones.

Tabla 1. Periodos del proceso de tincion en la técnica histologica Rojo Congo

Sustancia Tiempo
| |
Agua destilada 1 minuto
| |
Solucién de hematoxilina modificada 5 minutos

segun Gill Il o Solucién de hematoxilina
modificada segun Gill 11l

Agua corriente

5 minutos

Reactivo 1 (soluciéon de Rojo Congo)

10 minutos

Agua corriente

5 minutos

Reactivo 2 (solucion de KOH)

30-40 segundos

Agua corriente

5 minutos

Etanol 96 %

30 segundos

Etanol 96 %

30 segundos

Etanol 100 %

1 minuto

Etanol 100 %

1 minuto

Xileno

5 minutos

Xileno

5 minutos



Tabla 2. Diagrama de la metodologia que ser& aplicada.
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6. IMPACTO DE LAS ACTIVIDADES DEL SERVICIO SOCIAL

Durante la ejecucién de este servicio social la alumna reforzo su formacion, ya que se le
proporciond acceso a un laboratorio de patologia experimental en el cudl adquirid
habilidades, competencias y conocimientos que le permitieron participar en el
diagnéstico de miopatias mitocondriales y miopatias metabdlicas, entre ellas distrofia
muscular de Duchenne, atrofia muscular espinal y sindrome de Pearson.

7. APRENDIZAJE Y HABILIDADES OBTENIDAS DURANTE EL
DESARROLLO

Al realizar este servicio social la alumna adquirié los conocimientos y habilidades para
preparar reactivos, realizar cortes en microtomo y criostato, y aplicar técnicas de
microscopia electrénica para musculo, técnica histopatologica para musculo y técnica
histol6gica Rojo Congo Rojo Congo de Bennhold para Amiloide, ademas de preparar
sustancias y reactivos necesarios.para el procesamiento de las muestras y documentar
los hallazgos entrados.

8. FUNDAMENTO DE ACTIVIDADES DEL SERVICIO SOCIAL

Este servicio social por actividades relacionadas con la carrera se llevé a cabo para que
la estudiante adquiriera conocimientos tedricos y practicos sobre la aplicacion de las
técnicas mas relevantes en el diagnostico de enfermedades neuromusculares, como la
microscopia Optica permite conocer la microestructura de las muestras biolégicas
mediante la interaccién con los fotones, de esta forma permite la comprension de la
estructura microscépica de las células, tejidos y érganos, y simultdneamente relaciona la
morfologia con la funcién. Actualmente la microscopia electrénica de transmision es
utilizada como una solucion diagndstica para enfermedades especificas que no pueden
identificarse con los métodos de diagnéstico estandar (molecular o microscopia Optica).
Asi mismo, la biopsia y su interpretacion en la histopatologia es de suma importancia
para determinar un tratamiento, y paralelamente permite evitar las consecuencias
mortales de estos mismos.
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