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RESUMEN

Introduccion: la Inmunomicroscopia electronica cuantitativa se aplicd recientemente en el estudio de la cuantificacion
de las distribuciones de determinadas proteinas en diferentes organelos celulares en fibroblastos de Ulceras de pie
diabético tratados con el Factor de crecimiento epidérmico en humanos.

Objetivo: el presente se enfoca en los resultados relacionados con una molécula clave [el antigeno nuclear de
proliferacion celular] en la sefializacidn inducida por el Factor de crecimiento epidérmico.

Desarrollo: las muestras de Ulceras de pie diabético se analizaron por la inmunomicroscopia electrénica cuantitativa.
Las referencias se obtuvieron de la Base de datos Pubmed. En concordancia con una afectacion funcional de la
sefializacion mediada por el Factor de crecimiento epidérmico en el tejido de granulacién de los individuos diabéticos,
se observo poca deteccidn del antigeno nuclear de proliferacion celular en los fibroblastos. No obstante, el tratamiento
de las Ulceras de pie diabético con el Factor de crecimiento epidérmico indujo una activacién temprana del antigeno
nuclear de proliferacion celular en el ntcleo de los fibroblastos de las Ulceras de pie diabético. Se observé, ademas, un
incremento en el inmunomarcaje del antigeno nuclear de proliferacion celular en las mitocondrias de los fibroblastos
en tiempos tardios después de la inoculacién del Factor de crecimiento epidérmico.

Conclusiones: esta investigaciéon demostro la utilidad y el valor de la cuantificacion de las distribuciones de
inmunomarcaje en organelos celulares para el estudio de las vias de sefializacion intracelulares de relevancia
terapéutica.

Palabras clave: Inmunomicroscopia electronica; Ulceras de pie diabético; factor de crecimiento epidérmico;

antigeno nuclear de proliferacion celular.

INTRODUCCION

na metodologia para cuantificar la localizacion

del inmunomarcaje de moléculas obtenidas

por inmunomicroscopia electrénica (IME) ha
mostrado ser una herramienta Util para el analisis de
las distribuciones intracelulares de moléculas de interés
bioldgico.*? Esta, se basa en los principios de muestreo
riguroso, la estimacion estereoldgica y los procedimientos
de la evaluacion estadistica. Ademas, permite establecer
el marcaje preferencial de determinados organelos dentro
de una célula o los cambios en los patrones de marcaje
asociados con un tratamiento experimental. Esto se
obtiene mediante la comparacion de las distribuciones de
marcaje con particulas de oro de los organelos dentro de

una célula y entre diferentes grupos de ellas. Teniendo en
cuenta que esta metodologia se aplica con la utilizacion
de la microscopia electronica de transmision (MET), las
distribuciones espaciales de las moléculas se pueden
mapear en el contexto de la ultraestructura celular. De esta
forma se puede monitorear de forma eficiente el trafico
intracelular de las proteinas estudiadas y obtener detalles
de la ultraestructura de la célula al mismo tiempo. Por esto
se plantea la hipotesis de que esta metodologia pudiera ser
relevante para el estudio de vias de sefializacion intracelular
de interés terapéutico.

Las ulceraciones de las extremidades inferiores y el riesgo
asociado de amputacion son complicaciones importantes de
la diabetes,®->) como consecuencia, la diabetes se considera
la causa principal de las amputaciones de las extremidades
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inferiores.® La afectacion del proceso de curacion también
es una consecuencia importante de la diabetes,” se
considera que la hiperglucemia persistente con un aumento
en la producciéon de especies reactivas del oxigeno
estan involucradas en el dafio crénico del tejido, en una
respuesta a la curacién de heridas (RCH) aberrante y otras
complicaciones de la diabetes.®? Las células semejantes
a fibroblastos (FLCs) (subpoblaciones de fibroblastos que
incuye a los miofibroblastos) tienen un papel importante
en la RCH mediante su capacidad de proliferar, de expresar
citoquinas, quimoquinas, factores de crecimiento y secretar
proteasas y proteinas de la matriz extracelular.(1%1%1? Una
caracteristica importante de la UPD es que las funciones
de los fibroblastos estan afectadas.(3141% Ademas, una via
de sefializacion fundamental en la RCH [relacionada con
el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y su receptor
(EGFR)] esta afectada en la UPD.(16:17:18)

En la actualidad nuestro grupo estd aplicando la IME
cuantitativa en el estudio de la respuesta bioldgica en
pacientes con UPD de la terapia basada en el EGF utilizando
una composicién disponible comercialmente (Heberprot-P,
HeberBiotec S.A., Habana, Cuba).(*® Un estudio reciente
mostro que la expresion del EGFR y el PCNA esta afectada
en los fibroblastos presentes en el tejido de granulacion
de los individuos diabéticos.*» PCNA es una proteina
multifuncional involucrada en la replicacion y la reparacion
del ADN nuclear, en la recombinacion del ADN mitocondrial
y en las enfermedades autoinmunes y el cancer.(2021.22) | gs
distintas funciones del PCNA dependen de su localizacion y
el microambiente celular. Resultd notable el hallazgo de que
la infiltracion del EGF en las UPDs ya que induce una fuerte
activacion de la via de senalizacion relacionada con el EGFR
y un incremento del PCNA en el nucleo de los fibroblastos
en las etapas tempranas del tratamiento (entre 15 y 60
min). Por otra parte, se observd que en etapas tardias del
tratamiento (entre 6 y 24 horas), el PCNA se detectd de
manera fundamental en las mitocondrias de los fibroblastos.
Estos descubrimientos indicaron, por vez primera, la
relacion entre la localizacidon del PCNA en el nlcleo y en
la mitocondria y el efecto terapéutico del tratamiento con
el Heberprot-Pen las UPDs. Asimismo, resaltan el valor
de aplicar la IME cuantitativa en el estudio de las vias de
sefalizacion intracelulares de interés terapéutico.

DESARROLLO

Cuantificacién de las distribuciones de los antigenos
marcados en losdiferentes compartimentos celulares

La evaluacién de las distribuciones intracelulares de los
antigenos marcados con particulas de oro coloidal se basa
en un procedimiento robusto de muestreo, la estimacion
estereoldgica y el analisis estadistico. Los diferentes
métodos de IME cuantitativos y sus aplicaciones se han
descrito en diferentes articulos de revision.(?324 Este trabajo
se enfoca en los métodos estereoldgicos que se utilizan
para analizar y cuantificar la localizacion celular del PCNA
antes y después del tratamiento con el EGF en las UPDs.
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Muestreo aleatorio de los
experimentales

especimenes

En el disefio de los experimentos de IME cuantitativa se
deben tener en cuenta varias consideraciones importantes
como la variabilidad intrinseca de los especimenes bioldgicos
(ej. células y tejidos). Otro aspecto importante es que
las estructuras bioldgicas tienden a variar en apariencia,
en dependencia a su posicion, (heterogeneidad) y a su
orientacion (anisotropia).(25:26)

La MET y la IME analizan secciones de cortes ultrafinos
(40-80nm de grosor) para revelar la estructura interna
del espécimen con un alto nivel de resolucidon. Entre las
consecuencias de utilizar secciones ultrafinas a partir de
estructuras tridimensionales se encuentran:

1-) Solo se puede analizar una fraccion muy pequefia de
cada espécimen;

2-) hay pérdida de la informacién dimensional en la imagen
ultraestructural;

3-) las areas, longitudes o los nimeros de estructuras
celulares en las imagenes observadas en los planos de las
secciones ultrafinas varian en dependencia de la posicion y
la orientacion de estos planos.

Estos factores apoyan la necesidad de seleccionar varios
elementos de cada muestra para abarcar una amplia gama
de posiciones y orientaciones dentro del espécimen. Debido
a esto, se requiere de un esquema de muestreo al azar en
cada etapa para el andlisis ultraestructural. Esto permite
que cada parte y orientacion del espécimen tenga la misma
posibilidad de seleccién.

Este proceso produce bloques y a partir de estos,
secciones ultrafinas que después de escaneadas generan
campos de vision (CV) para ser analizados por MET. La
figura 1A muestra el esquema que se utilizd para el estudio
de la distribucién intracelular del PCNA en los fibroblastos
de las UPDs y los pasos en un esquema de muestreo al
azar de las multiples etapas seguido de una cuantificacion
estereoldgica.

Primero se selecciona un conjunto de especimenes a
partir de las UPDs. Estos se fijan y cortan en fragmentos
sucesivos. Se incluyen en la resina (Lowicryl) para formar
los blogues; sobre estos se realizan los cortes ultrafinos
(secciones) que se seleccionan y se preparan en rejillas para
la IME. Después se seleccionan las secciones y los campos
de visidon (CV) que se visualizan. En los CV se realiza la
cuantificacidn estereoldgica para contar las particulas de oro
y los puntos de prueba en los organelos de volumen (OV).
Las frecuencias obtenidas se comparan posteriormente
mediante un analisis de tablas de contingencia. En cada
paso se realiza una aleatorizacion de la localizacién de la
muestra (muestreo sistematico uniforme al azar (SUA).

Se propuso que en este tipo de esquema, se deben
obtener al menos dos bloques de tejido por cada
espécimen; cada bloque debe generar un minimo de dos
secciones ultrafinas bien separadas y al menos dos CV por
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seccién.® Finalmente, se cuentan las particulas de oro
en los diferentes organelos. En este paso la utilizacion de
puntos de prueba estereoldgicos permite la comparacion
estadistica entre los organelos dentro de una célula o una
poblacion de células similares.

v _TOh v _T15min v T45min v T60min v T6h vT24h
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Figura 1 A. Flujo de trabajo de la IME cuantitativa para el
estudio del trafico intracelular del PCNA y pasos en un esquema
de muestreo al azar de las mudltiples etapas seguido de una
cuantificacién estereoldgica.

El muestreo al azar de los especimenes es un requerimiento
critico en cada paso del proceso.(Figura 1B)
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Figura 1 B. Ilustracién de la cascada de muestreo SUA en
multiples etapas para el estudio del trafico intracelular del PCNA.

Leyenda: los circulos rojos representan las muestras seleccionadas
para el siguiente paso de muestreo. A) El espécimen de la UPD
se corta en partes consecutivas de las que se selecciona una de
cada seis fragmentos cortados (un minimo de dos fragmentos
bien separados dentro del espécimen). Estos se someten a un
muestreo SUA (no mostrado) para obtener fragmentos de tejido
que se incluyen en la resina (Lowicryl) y se obtienen los bloques.
B) En cada bloque se superpone una red de lineas (lineas gruesas)
para seleccionar un grupo de secciones ultrafinas (lineas finas, 1
y 2), en este caso se seleccionaron cada dos espacios entre las
lineas gruesas superpuestas (circulos rojos) (un minimo de dos
grupos de cortes ultrafinos bien separados dentro del bloque). C)
En este ejemplo una tira de tres cortes ultrafinos de MET estan
colocadas sobre un fragmento de rejilla de niquel donde se obtuvo
un muestreo SUA de los campos de vision (CV) en una de las
secciones circulos rojos, seccion 2).

Resulta importante destacar que se considera que el
muestreo sistematico uniforme al azar (SUA) es mas
eficiente que el muestreo independiente al azar. Esto resulta
relevante para el analisis de los especimenes heterogéneos
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ya que permite abarcar el espécimen completo de una
forma mas uniforme.®”2® En el muestreo SUA se aleatoriza
la posicién y la orientacion del primer elemento, mientras
que a partir de un patrén pre-determinado (el intervalo del
muestreo) se determinan las posiciones y las orientaciones
de los otros elementos. No obstante, para evitar la
ineficiencia en el muestreo, el intervalo del mismo no
debe coincidir con algun patréon natural de la periodicidad
presente dentro del espécimen.@®

Cuantificacion de las particulas de oro colodial y la
definicion de los organelos a estudiar

En general, los compartimentos ultraestructurales pueden
incluir aquellos organelos que ocupan un determinado
volumen en la célula (OVs) (ejemplos: Mitocondria, nucleo,
complejo de golgi, entre otros) y las membranas que
abarcan una superficie determinada en la célula (OSs)
(ejemplos: membranas mitocondriales, membranas de las
cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso, entre otros).
Es interesante destacar que cuando solo se estudian OVs
resulta suficiente realizar la aleatorizacién de las posiciones
dentro del espécimen. Sin embrago, cuando se investigan
los OSs o la mezcla de OVs y 0Ss, se debe realizar la
aleatorizacion de posicion y orientacion. En este trabajo de
investigacion se estudio la cuantificacion de la localizacion
intracelular del PCNA en varios OVs por lo que solo se realizd
la aleatorizacion de la posicidn dentro de los especimenes.

Métodos para la cuantificacion de las particulas de
oro colodial

En este trabajo se utilizaron dos métodos para el estudio
del trafico intracelular del PCNA.(%

Método 1: Comparacion de las distribuciones de las
particulas de oro entre los diferentes organelos dentro de
una célula o poblacion de células similares

El objetivo de este método es demostrar si la distribucion
observada de particulas de oro entre los diferentes organelos
dentro de una célula (o poblacion de células similares) es
al azar o no.® Primero se debe seleccionar el conjunto de
organelos que se van a estudiar en dependencia al objetivo
del estudio (OVs en este trabajo). Después se cuentan
las particulas de oro coloidal presentes en los diferentes
compartimentos celulares de todos los CV seleccionados.
Esto constituye la distribucion de la frecuencia de los
conteos de las particulas de oro y representa la distribucion
observada en cada organelo (No).

Un procedimiento adecuado para simular una distribucion
al azar sobre la superficie de una seccion fina de MET es la
aplicacién de un principio basico de estereologia (Figura 2):
un grupo de puntos superpuestos al azar sobre planos de
secciones ultrafinas de manera aleatoria se localizan en los
organelos dependiendo de las areas relativas de estos. La
localizacion de estos puntos en cada compartimento celular
(organelo) representa la distribucion que se debe esperar
si las particulas de oro estuvieran dispersas al azar a través
de la célula. Por esto, la correspondiente distribucion de
particulas de oro esperada en cada organelo (Ne) se puede
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determinar como sigue: Ne=nUmero de puntos de prueba
en ese organelo (Ppo) x el nUmero total de particulas de oro
observadas en la célula (Pot)/ nimero total de puntos de
prueba en la célula (Ppt). Ne=Ppo x Pot/Ppt.

ey Rty [ S WS o A

Figura 2. Cuantificacién estereoldgica para analizar el marcaje
preferencial en compartimentos de volumen (OVs) dentro de una
célula (Método 1).

Esta imagen muestra un ejemplo de cuantificacion
estereoldgica en una célula semejante a fibroblasto
(FLC) presente en parte de un campo de vision (CV)
seleccionado al azar a partir de secciones ultrafinas de una
UPD vy utilizando el programa Imagen J 1.48v. Primero se
cuentan las particulas de oro coloidal (flechas) presentes
en los OVs (nucleo (N), reticulo endoplasmatico rugoso
(RER), complejo de golgi (GC), mitocondria (M), resto del
citoplasma (RC)) que representan la distribucion observada
(No). Para evaluar si hay algun OVs que esta marcado de
forma preferencial, se simula una distribucion esperada
aleatoria de particulas de oro mediante la superposicion y
el conteo de puntos de prueba (puntos de interseccion en
cada cuadro) en los organelos. Posteriormente se comparan
las distribuciones observadas y esperadas de las particulas
de oro mediante un analisis de tabla de contingencia y Chi-
cuadrado.

A partir de las dos distribuciones se puede calcular el
indice de marcaje relativo (RLI) para cada organelo como
sigue: RLI=No/Ne. Se espera que el RLI sea igual a 1
cuando las No sonal azar y mayor que 1 cuando hay un
marcaje preferencial en un organelo particular. Una forma
alternativa de calcular RLI consiste en comparar los valores
de densidad de marcaje (LD) de los organelos estudiados
(LDo) con la LD de la célula (LDcel): LDo/LDcell. Los valores
de LD de cada QV se pueden expresar como:LDo=No/Ppo;
los de la célula como:LDcell=Pot/Ppt; y RLI=LDo/LDcell.

Una prueba estadistica apropiada para evaluar el nivel de
significacién entre las distribuciones observadas y esperadas
de las particulas de oro (ordenadas en columnas), dentro
de un grupo de estudio con "r” compartimentos celulares
(ordenadas en filas), es la prueba chi-cuadrado (X?) de dos
muestras con r-1 grados de libertad. Para un compartimento
dado, el valor parcial de X2 se calcula como:X?=(No-Ne)2/
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Ne. Entonces, se debe calcular el valor total de X? (suma
de los X? parciales) para determinar si se acepta o no la
hipdtesis nula (de no diferencias entre las distribuciones
o que la distribucién de particulas de oro observadas es
aleatoria) para r-1 grados de libertad. Se debe tener en
cuenta que este analisis es valido si: a) los compartimentos
que tienen entre 1-5 de Ne no son mas del 20% de los
compartimentos estudiados; b) ningln valor de Ne debe
ser <1. Si las No y Ne son diferentes, entonces se pueden
identificar los organelos con marcaje preferencial como
se describié anteriormente.(2) Para esto se establecieron
dos criterios a cumplir: 1) el valor de RLI debe ser >1; 2)
el valor parcial de X? correspondiente, debe contribuir de
forma importante al valor total de X? (aproximadamente el
10% de X? total).

Marcaje preferencial del PCNA en los OVs dentro de
las células semejantes a fibroblastos (FLCs)

La tabla 1 muestra el ejemplo de la aplicaciéon de este
método en la cuantificacién del marcaje del PCNA dentro
de diferentes compartimentos de la poblaciéon de las FLCs
analizadas a T15-60. En este trabajo las secciones ultrafinas
del tejido de granulaciéon se incubaron con un anticuerpo
monoclonal IgG de ratén especifico para el PCNA seguido
del marcaje con anticuerpos IgG anti-ratén acoplados a oro
coloidal (15 nm). Todas las secciones se tifieron y analizaron
por MET como se describié anteriormente.(

Tabla 1. indice de marcaje relativo (RLI) para PCNA marcado
con particulas de oro en diferentes compartimentos de la poblacion

de células semejantes a fibroblastos (FLCs) analizadas entre T15 y
T60 después del tratamiento con EGF.Uriurae patum ta tam simus

RLI Ne 72
(LD/LDcell)

Compartimento No Tpc LDc 12as %

(No/Tpc)

ER+GC 184 | 137 1,34 1,34 136 16,54 | 66,84

M 35 27 1,29 1,30 27 2,44 9,86
RC 300 343 0,87 0,87 342 5,09 20,56
N 273 288 0,94 0,95 287 0,67 2,72
Total 792 795 0,99 792 24,74 100

Para grados de libertad (gl)= 3 (2-1 columnas x 4-1 filas), y valores
totales de X? para PCNA, (X2)=24,74, P<0,001. Por lo tanto, se
rechaza la hipétesis nula ya que los patrones de inmunomarcaje
difieren significativamente de una distribucién al azar. El
inmunomarcaje de ER+GC (RLI=1,34 y 66,84% de X? total) y
mitocondria (RLI=1,29 y 9,86% de X? total) cumplieron con los
dos criterios de marcaje preferencial: 1) RLI es mayor que 1, y 2)
los valores parciales de X? tienen una contribucién substancial en
el X? total, X>10%. RLI; Indice de marcaje relativo; X?: valores
de chi-cuadrado. X? %: valores de chi-cuadrado expresados como
porciento. Reticulo endoplasmatico (ER); complejo de golgi (GC);

Mitocondria (M); Resto del Citoplasma (RC); Nucleo (N).

El ejemplo de la figura 3 es de un espécimen deUPDobtenido

en un tiempo temprano (T45) después del tratamiento con
EGF. Note que el PCNA se localizé fundamentalmente en las
mitocondrias, en el reticulo endoplasmatico, en el complejo
de golgi y en el nucleo.

Para evaluar si la distribucion de las particulas de oro
observadas entre los organelos dentro de las FLCs fue
aleatoria o no, se seleccionaron varios OVs para este estudio.
Se contaron las particulas de oro en cada compartimento
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celular (No) [reticulo endoplasmatico (ER) y complejo de
golgi (GC) (ER+GC), mitocondria (M), nucleo (N) y resto
del citoplasma (RC) (incluye el resto de los compartimentos
residuales en el citoplasma) utilizando el programa ImageJ
1.48v (sitio web: rsb.info.nih.gov/ij/).

Después se sobreponen un conjunto de puntos al azar
sobre todos los compartimentos celulares que se cuentan
(‘Puntos de prueba’, Ppo) para cada organelo utilizando
el programa Image] 1.48v como se muestra en la Figura
2. Los valores de Ne (distribucion al azar) y RLI de cada
compartimento se calculan como se describe para el
método 1.

La tabla 1 ilustra el analisis de X?> de dos muestras con
dos columnas (No y Ne) y "r” compartimentos celulares
(ordenados en filas) que se utilizd para comparar No y Ne
calculados en la poblacién deFLCs analizadas en T15-T60
(Figura 4A). Para los datos mostrados en esta tabla, el
valor total de X? es 24,74 y para 3 grados de libertad el
nivel de significacion es P<0,001. Esto significa que se
rechaza la hipotesis nula (la distribucidon de particulas de
oro es aleatoria). Tanto el ER+GC como las mitocondrias
cumplen con los dos requisitos de marcaje preferencial: 1)
tienen valores de RLI >1; 2) sus valores correspondientes
de X2parcial se aproximan o representan mas del 10% del
total de X?.(Tabla 1)

Por otro lado, la Figura 4A muestra el marcaje preferencial
del PCNA marcado con particulas de oro en diferentes
compartimentos de los grupos de FLCs analizados en
T15-T60 y T6-T24 después del tratamiento con el EGF. Los
resultados solo muestran aquellos compartimentos que
cumplen con los criterios de marcaje preferencial. Note que
mientras el ER+GC y la mitocondria se marcaron de forma
preferencial en las FLCs a T15-T60, sélo el ER+GC mostro
un marcaje predominante entre T6 y T24.

SRR e
Trds K

célula semejante a fibroblastos (FLC) de una biopsia obtenida en
la etapa temprana (T45) después de la infiltracion con el EGF.
El inmunomarcaje se detectdé fundamentalmente en el reticulo
endoplasmatico (RER), complejo de Golgi (GC), mitocondrias (M) y
nacleo (N). (Barra=0.5 pm).
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Figura 4A. Marcaje preferencial de PCNA del analisis del conteo
de particulas de oro en diferentes compartimentos de células
semejantes a fibroblastos (FLCs) en los tiempos T15-T60 y T6-T24
después del tratamiento con EGF.

Se muestran los valores expresados como porcientos % (X%de
cada organelo como % de X? total) para aquellos compartimentos
celulares que cumplen con los dos criterios de marcaje preferencial:
1) Indice de marcaje relativo (RLI) mayor que 1, y 2) valores
parciales de X? contribuyen de forma considerable al total de X?
(X>10%). Para grados de libertad (gl)=3 (2-1 columnas por 4-1
filas), y valores totales de X?: T15-T60: X?=24,74, P<0,001; T6-
T24: X2=40,15, P<0,001; por lo que los patrones de distribucion de
particulas de oro es significativamente diferente a una distribucion
al azar. Las muestras T15-T60, ER+GC (RLI=1,34 y 66,84% de X?
total) y mitocondria (RLI=1,29 and 9,86% de X? total); T6-T24,
ER+GC (RLI=1,43 y 48,78% de X? total); mostraron marcaje
preferencial. X?: valores de chi-cuadrado. X?%: valores de chi-
cuadrado de cada organelo expresados como porciento de X? total.
Reticulo endoplasmatico y complejo de golgi (E); Mitocondria (M);
Resto del citoplasma (C); Nucleo (N).

Método 2: Comparacion de las cantidades de las particulas
de oro observadas en compartimentos de diferentes grupos
celulares o grupos experimentales

El objetivo de este método es determinar si la distribucién
de las particulas de oro en los diferentes compartimentos
cambia en los diferentes grupos de células. El primer
paso es seleccionar los compartimentos celulares en
dependencia de los objetivos del estudio (OVs en este
trabajo). El segundo paso es contar las particulas de oro
en todos los CVs seleccionados al azar a partir de todas
las muestras tomadas de forma aleatoria en cada paso del
muestreo para cada grupo de estudio. Se debe destacar que
este método no necesita tener en cuenta el tamafo de los
compartimentos celulares. La frecuencia numérica de estas
particulas para cada organelo representa el valor de No.
Entonces, los conteos de las particulas de oro observadas
se pueden analizar utilizando una tabla de contingencia con
“g” grupos (ordenados en columnas) y “r” compartimentos
(ordenados en filas) que generaran las particulas de oro
esperadas (Ne) y por tanto los valores parciales de X?, para
cada grupo y compartimento. Como se mencioné en el
método 1, los organelos asociados con valores de Ne no
deben ser menores de 1, y los valores de Neentre 1 y 5
no deben representar mas del 20%de los compartimentos
estudiados.Los valores parciales y totales de X? se calculan
como se describié en los parrafos anteriores.
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La evaluacién del valor total de X?, para (g-1) x (r-1) grados
de libertad indica si las distribuciones de las particulas de
oro son diferentes. Si estas son diferentes, el andlisis de los
valores parciales de X? identifica los compartimentos que
contribuyen con una proporcion substancial del total de X2
(aproximadamente el 10%).

Evaluacion de los cambios del marcaje del PCNA en los
compartimentos de las FLCs analizadas a diferentes tiempos
después del tratamiento con el EGF

Para comparar la distribuciéon del marcaje del PCNA en los
diferentes organelos de las FLCs en los tiempos tempranos
y tardios (temprano: T15-T60 y tardio: T6-T24 tiempos)
después de la inoculacién del EGF en las UPDs, se utilizd
un andlisis de tabla de contingencia.(Tabla 2) Se evalu6
la hipdtesis nula de “no diferencia de las distribuciones
de particulas de oro entre las FLCs analizadas en tiempos
diferentes después del tratamiento con el EGF”. Para esto
se origind la tabla de contingencia (g columnas x r filas) que
se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Distribuciones observadas vy esperadas del
inmunomarcaje de PCNA en compartimentos de células semejantes
a fibroblastos (FLCs) obtenidos en tiempos diferentes (T15-T60;
T6-T24) después del tratamiento con EGF. Se muestran los valores
de Chi cuadrado (X?) en un analisis de tabla de contingencia.

Organelos T15-T60 T6-124 Total en T15-T60 T6-124
Filas

No Ne No Ne 2 2% 2 2%

ER+GC 184 | 1746 | 148 | 15740 332 0,51 0,84 0,56 0,93
M 35 | 5943 | 78 | 53,57 13 1004 | 1669 | 11,14 | 1851

RC 300 | 339,20 | 345 | 3058 645 453 | 753 | 503 | 835

N 273 | 21877 | 143 | 197,23 416 1344 | 2234 | 1491 | 2479
Total 792 | 792 714 | 714 1506 - - 60,15 | 100

En este estudio se calcularon los valores de Ne de cada
compartimento de las FLCs para un tiempo determinado
a partir del producto del total de una columna (total de
particulas de oro observadas en todos los compartimentos
de las FLCs analizadas en un tiempo determinado (T15-T60
0 T6-T24)) por el total de una fila (total de particulas de oro
observadas para un determinado compartimento en todas
las FLCs analizadas en los diferentes tiempos (T15-T60 o
T6-T24)) dividido por el gran total (total de particulas de
oro observadas en todos los compartimentos y en todas
las FLCs). Por ejemplo: el valor de Ne (ER+GC) en T15-T60
(236.62) se calculd de la siguiente forma: No total en
T15-T60 (951) x No total para ER+GC en T15-T60 y T6-
T24 (473) dividido por el gran total (1901). Los valores
parciales y totales de X? se calcularon como se describid en
el método 1.

Para los datos mostrados en la Tabla 2, los grupos
representan las FLCs analizadas a T15-T60 y a T6-T24. Se
debe notar que en este método estadistico los resultados
se pueden distorsionar si hay grandes discrepancias en los
totales de particulas de oro observadas entre los grupos.
Por esto, para obtener sumas similares de columnas en
los totales de conteos de las particulas para cada grupo
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de las FLCs (Tabla 2), los conteos de las particulas de
oro del trabajo original se normalizaron para obtener
aproximadamente 950 por grupo. El valor total de X? para
estos dos grupos es de 60,15 y para 3 grados de libertad,
el nivel de probabilidad es de una P<0.001. Por esto, se
rechaza la hipdtesis nula, de no diferencia entre los grupos.

El analisis de los valores parciales de X2 indica que el nlicleo
y la mitocondria son responsables de esta diferencia (Tabla
2 y Figura 4B). Los datos sugieren un cambio en el patrén
de marcaje del PCNA entre los tiempos tempranos y tardios
después de la terapia con el EGF. Se observaron menos
particulas de oro que las esperadas en las mitocondrias y
mas inmunomarcaje del PCNA que el esperado en el nlcleo
a T15-T60 (Tabla 2 y Figura 4B). Resultd interesante que a
T6-T24 se obtuvo un cambio en el marcaje del PCNA con
mas particulas de oro que las esperadas en las mitocondrias
y menos marcaje que el esperado en el nlcleo. Este analisis
sugiere un trafico intracelular del PCNA del nlcleo a T15-T60
hacia las mitocondrias a T6-T24.
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Figura 4B. Radio de las distribuciones observadas (No) y
esperadas (Ne) de las particulas de oro para PCNA en diferentes
organelos de células semejantes a fibroblastos (FLCs) que
contribuyen a las diferencias observadas a tiempos diferentes
después del tratamiento con el EGF

Se muestran los radios de No/Ne para aquellos compartimentos
celulares que contribuyen a las diferencias entre las distribuciones
de marcajes obtenidas en tiempos diferentes. Los valores negativos
representan los radios No/Ne menores que 1. Note que los FLCs
en T15-T60 tienen menos particulas de oro que las esperadas en
las mitocondrias (No/NeX0,59; 16,69% del total de X?) y mas
particulas de oro que las esperadas en el nucleo (No/NeX1,25;
22,34% del total de X?); mientras que las FLCs analizadas en T6-
T24 tienen mas particulas de oro que las esperadas en mitocondria
(No/NeX21,46; 18,51% % del total de X?) y menos particulas de
oro que las esperadas en el nucleo (No/Ne ratioX0,72; 24,79%
del total de X?). Reticulo endoplasmatico y complejo de golgi (E);

Mitocondria (M); Resto del citoplasma (C); Nucleo (N).

No obstante, este método tiene la desventaja de que
posee una capacidad limitada para inferir interpretaciones
del mecanismo de cambio en los patrones de marcaje.
(2329,30) Esto se debe a que un compartimento celular puede
contener muchas particulas de oro por su gran tamafio o si
tiene un tamafio pequefio, pudiera tener una alta densidad
de localizacion de particulas de oro. En estos casos se
recomienda complementar estos resultados con los analisis
de RLI.®® Para el estudio del PCNA, el marcaje preferencial
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observado en las mitocondrias a T15-T60 (Figura 4A)
constituye un ejemplo de las limitaciones del método 2
cuando se utiliza solo sin tener en cuenta el método 1.
Note que el método 2 sugiere una acumulaciéon en las
mitocondrias a T6-T24.(Figura 4B)

Al analizar ambos métodos en conjunto, una posible
explicacion puede ser que hay un incremento en el nUmero
y/o area de las mitocondrias estudiadas a T6-T24 en
comparacion a T15-T60. Al realizar el calculo del &rea relativa
de las mitocondrias se obtiene que estas representan el
9% del area total de las FLCs a T6-T24 comparado con un
3,7% a T15-T60 (P<0.001, prueba z de proporciones). Esto
concuerda con los resultados adicionales de este trabajo
que sugieren un aumento en las funciones mitocondriales
del EGFR (14) y otras moléculas en los FLCs a T6-T24 y
un incremento en la biogénesis de las mitocondrias a este
tiempo, inducidas por el EGF (resultados no publicados).
Por otro lado, los valores de RLI para el PCNA en el nlcleo
sugieren que las particulas de oro se distribuyen casi de
forma aleatoria a T15-T60 (RLIX0,95), mientras que el valor
de RLI disminuyd a T6-T24 (RLIX0,69). Estas evidencias en
su conjunto apoyan que hubo un cambio en el marcaje del
PCNA en los organelos de las FLCs (de nucleo a mitocondria)
analizados en tiempos diferentes después del tratamiento
con el EGF.

Articulos de Revision

El desarrollo reciente de procedimientos rigurosos de
muestreo, estimacion estereoldgica y evaluacion estadistica
han fortalecido los analisis cuantitativos de las imagenes de
IME. Este estudio describié que el PCNA se acumula en las
mitocondrias mientras que disminuye en el nlcleo de las
FLCs entre las 6 y 24 horas del tratamiento. La aplicacion
de la metodologia descrita en esta revision se refiere al
estudio de la localizacion dindmica intracelular del PCNA
que permitid identificar que la terapia de las UPD con el
EGF induce la activacién y la localizacién nuclear del PCNA
en las FLCs en la primera hora después de la administracién
del EGF

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante la investigacidn sugieren
que las funciones del PCNA en el nlcleo prevalecen en
tiempos tempranos, mientras que, predominan en las
mitocondrias en tiempos tardios después de la infiltracion
con el EFG. Esto posiblemente estd relacionado con la
biogénesis de las mitocondrias. La utilizacién de los dos
métodos cuantitativos descritos, demuestra que estos
se complementan, lo que apoya su aplicacion para el
estudio de las vias de senalizacién intracelulares de interés
terapéutico.
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Quantitative immunoelectron microscopy to the study of EGF therapeutic effect on diabetic
foot ulcers

ABSTRACT

Objective: in this work we focused on the methodology used to investigate the differential cellular distribution of a key
protein (cellular proliferation nuclear antigen) involved in the signalling induced by under epidermal growth factor.

Development: samples from diabetic foot ulcers were analysed using quantitative IEM. References were obtained from
the Pubmed data base. In agreement with an under epidermal growth factor functional failure in the diabetic granulation
tissue, cellular proliferation nuclear antigen was scarcely detected in fibroblasts. Interestingly, under epidermal growth
factor treatment of diabetic foot ulcers induced an early activation of cellular proliferation nuclear antigen (from 15 min
to 60 min) in the nucleus of diabetic foot ulcers fibroblasts. Notably, augmented labeling of cellular proliferation nuclear
antigen was observed in mitochondria of fibroblasts at later times following under epidermal growth factor therapy (from
6 hours to 24 hours).

Conclusions: this research demonstrated the value of applying quantitative immunogoldlabeling distributions of cellular
compartments to the study of relevant therapeutic intracellular signaling pathways.

Keywords: Immunoelectron microscopy; diabetic foot ulcers; epidermal growth factor; cellular proliferation nuclear
antigen.
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