CAPITULO 1

INTRODUCCION

El sistema nervioso periférico (SNP) esta formado por ganglios y un conjunio
de nervios motores y nervios sensitivos que en la cara ventral y dorsal de la médula
espinal, establecen la red de comunicacién entre ¢l sistema nervioso central (SNC) y

las diferentes estructuras en el organismo.

El SNP se divide en somdtico que controla las actividades voluntarias y en
auténomo que se encarga de regular las actividades involuntanas. Por lo tanto, la
funcion principal del SNP es la conduccidn de informacidn sensorial al SNC y de
drdenes motoras a través de fibras nerviosas a los drganos efectores como el

mudsculo. ¢ 2



Los nervios periféricos son haces de fibras nerviosas que transmiten la
informacién como impulsos nerviosos ¢n un sentido por medio de los axones, que a
partir de 0.7 ym de didmetro estin rodeados por vainas de mielina producidas por
diferenciacion y enrollamiento de la membrana plasmética de la célula de Schwann
sobre un segmento del ax6n®. La vaina de mielina permite la propagacién ripida de
los potenciales de accion a lo largo de los axones que rodea, la vaina de mielina
depende de interacciones intercelulares no sélo durante su formacion, sino también a
través de toda la vida y durante los procesos patoldgicos que afectan al axdn o a la
célula de Schwann . Ademds, se propone que la vaina de mielina participa en el
mantenmiento de la homeostasis ionica, en la proteccidn y pusiblemente en apoyo

metabdlico de los axones®.

Una de las caracteristicas bioquimicas que distingue a la mielina de otras
membranas bioldgicas s que en ¢lla se encuentran representadas todas las clases
principales de lipidos en mayor proporcidn que las protefnas®. Es importante
mencionar que las c€lulas de Schwann son vulnerables a dafios por neurotéxicos
durante el médximo estrés metabdlico, ya que sintetizan grandes cantidades de
proteinas de la mielina y lipidos en pertodos muy cortos ya programados. Asi mismo,
el cardcter hidrofdbico de la mielina le permite actuar como reservorio de substancias
téxicas liposolubles y es posible que los mecanismos de mantenimiento que

requieran energia, sean puntos vulnerables en la vaina de mielina madura .



Por lo tanto, la alteracién en cualesquiera de los componentes que forman las
fibras nerviosas puede modificar su funcién y conducir al desarrollo de neuropatia
penférica, la cual un término que designa a la afeccidn nerviosa del nervio periférico.
En sentido estricto, la neuropatia periférica incluye sélo a las formas de lesién no
inflamatorias, sin embargo, en sentido amplio se aplica a todo tipo de dafio que

afecte al nervio.

A la neuropatia periférica también se le ha descrito como una neuritis sin que
este término se relacione especificamente con inflamacién, en ¢lla se presentan en
forma aislada o conjunta sintomas motores, sensitivos, reflejos o vasomotores, no
obstante, la neuntis se define como un proceso o afeccion inflamatoria y
degenerativa de uno ¢ varios nervios. Otro de los términos utilizados, es €l de
polineuritis que se refiere como un sindrome que afecta al sistema nervioso

periférico que tiende a ser simétrico, bilateral y de predominio distals?.

La neuropatia periférica puede ser clasificada de acuerdo a] tipo de mervio
afectado {motor, sensitivo o autéonomo), a la localizacién anatémica como
mononeuropatia si la lesion ocurre en un solo nervio, polineuropatia si ocurre en
varias 4reas y principalmente en varios nervios, neuropatia simétrica si afecta dreas
iguales a ambos lados del cuerpo, radiculgpatia si afecta a las rices nerviosas y

finalmente segin la etiologfa (diabetes, nutricional o idiop4tica)®.

Aunque son muchos los procesos patoldgicos que pueden lesionar al nervio

periférico, se observan solamente tres clases de daiio en esta estructura.



Desmielinizacion segmentaria si existe destruccion primaria de la vaina de
mielina, sin dafio al axén lo que resulta en una disminucién o bloqueo de la
conduccion nerviosa. Sin embargo, puede ocurrir remielimzacién y la recuperacion
completa. El término de desmielinizacidn secundaria se utiliza para describir
desmielinizacidén en presencia de anormalidades axonales. La degemeracién
Walleriana ocurre cuando se secciona €l axdn o cuando se destruye 4 la neurona.
Las células de Schwann proliferan distalmente al corte y puede producirse
regeneracion axonal. Degeneracion axonal retrograda implica_ una alteracion
metabdlica de la neurona que se manifiesta como muerte de ta porcién distal del
axon. Adicionalmente, puede presentarse desmielinizacién secundaria proximal a la

porcidn intacta del axén atréfico™.

En resumen, los términos polineuropatia, neuritis, polineuritis y
polirradiculoneuritis se emplean para describir una serie de procesos inflamatorios,
no inflamatorios y/o degenerativos que afectan al sistema nervioso periférico de

formas muy diversas.

Las causas de estos procesos desmielinizantes son multiples y van desde,
estados carenciales y trastornos metabdlicos como el alcoholismo y la diabetes;
estados infecciosos e inflamatonios como la difteria, polio, lepra y el sindrome de
Guillain-Barré hasta intoxicaciones por metales (arsénico, plomo, talio, etc.),
medicamentos (vincristina, isoniacida, etc.), substancias orgdnicas (acrilamida y

mondxido de carbono, ete.) y por plantas como la K. humboldtiana (coyotillo o

tullidora)® & &12)



s el

La Karwinskia humboldtiana cominmente conocida como tullidora, coyotillo,
capulin tullidor, cacachila, cacatsin y capulincillo entre otros nombres ¥ , es un
arbusto venenoso de la familia de las ramndceas, que se encuentra ampliamente
distribuido en la Repiiblica Mexicana, sur de los Estados Unidos y Centro América

U9 (Figura 1).

Figura 1. a) Arbusto de la K. humboldtiana. b) Distribucién en la
Repiblica Mexicana. ¢) fruto en diferentes etapas de
maduracién verde, semimaduro y maduro.



El fruto maduro de la tullidora es de color violeta obscuro, de sabor dulce, que
al ser consumido es capaz de producir una pardlisis, fliccida simétrica, progresiva y
ascendente que en [os casos graves puede ocurrir [a muerte por pardlisis bulbar®™ ",
No obstante, se han reportado pacientes con pardlisis de miembros inferiores que
desarrollan insuficiencia respiratoria que pone en peligro la vida ¢ inciuso provoca la

muerte antes de que aparezea la pardlisis de los musculos intercostales 2.

Es importante destacar que, cuando se ingieren grandes cantidades del fruto, la
muerte puede ocurrir por dafio pulmonar y hepdtico grave en un lapso de 24 a 48

h'™, sin que se presente el cuadro neurolégico caracteristico de esta intoxicacign’ &

19}

Los efectos tdxicos de esta planta fueron descritos por primera vez por el
historiador jesuita Francisco Xavier Clavijero en su libro de la Historia de la Antigua
o Baja California en 1789, en el libro se menciona que los indios pericdes no sufrian

daiio si consumian el fruto sin semillas, ya que es alli donde se localiza ¢! téxico™,

Otras citas datan de finales del siglo IXX por los doctores Secundino Sosa y
Carlos Cuilty en 1887 y por el doctor Manuel Godoy y Alvarez en 189017 '8 2 Ty
era la importancia de esta intoxicacién que en 1895 el poeta Potosino Manuel José
Othén describié los efectos paralizantes de la K. Aumboldtiana en su cuento

imtitulado “El Pastor Gorydon™.



Uno de los reportes que contribuyé ea forma importante a (a clinica fue hecho
por et Dr. Castillo Ndjera en 1918, donde describe la intoxicacién que sufrieron 106
soldados de la Divisién del Norte en Guaymas Sonora y en donde murieron mds del

20%, €l practicd tres autopsias y emcontré Unicamente dafio en los nervios

periférico™.

El priacipic toxico de la K. humboldtiana se encuentra contenido
principalmente en las semillas de donde se aislaron originalmente cuatro
antracencnas diméricas que se clasificaron segin su peso molecular como: T-496, T-

514, T-516 y T-544, a las que se l¢s consideré como neurotoxinas™ (Figura 2).
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T-496 Diarrea T-514
Dafo pulmoén, higado y rifién

H, OH
T-518 T-54d Pardlisis

Figura 2, Toxinas aisladas del fruto de {a K. humboldtiana (tullidora) y sus efectos en
difeventes especies de animales. Dreyer D.L. y cols. J. Am. Soc. 97:4985-4990.
19757 Bermitdez y cols. Toxicon 30:1493-1493. 1992¢7



El contenido de las toxinas en el fruto varia segun la regién geogrifica de la
que procedan, el tiempo en que se recolecta ¢l fruto, las condiciones de humedad, del

tipo de suelo, de la temperatura, de la luz, etc.,".

Recientemente, s¢ han aislado de otras plantas del género Karwinskia
compuestos estructuralmente similares a estas toxinas, como dos diasteroisémeros de
la T-514 (PA, y PA;) que se obtuvieron de la X. parvifolia, de la K. umbeliata se
aislé un isémero de la T-514 y de la K. affin lnemboldtiana 1a T-510, compuestos a

los que también se les ha considerado como t6xicos® 9,

En estudios de toxicidad aguda realizados con ¢l fruto de la K. humboldfiana en
diferentes especies animales se cncontraron lesjones severas, principalmente en

higado y pulmén y de menor magnitud en el nfidn.

Cabe destacar, que en el pulmén se observaron diferentes grados de congestion
venocapilar intersticial, edema, hemorragia e infiltrado celular consistente en
polimorfonucleares y linfocitos. Las lesiones caracteristicas en el higado fucron
necrosis centrilobulillar, esieatosis de gota fina y congestion venocapilar y
sinusoidal. Ademas, en el riiidn se presentd degeneracion hidrdpica tubular y en
algunos casos tumefaccion turbia, mientras que en el nervio periférico no se encontrs
daiio. Por lo tanto, se cunsiderd a las toxinas contenidas en el fruto como las

responsables de la muerte en estos casos 72,



Por otra parte, en estudios con las toxinas aisladas realizados en roedores se
reportd que la T-496 produjo diarrea intensa pocas horas después de su
administracidn, la T-514 causé dafio severo en higado y pulmén y la T-544 fue la
responsable del cuadro neuroldgico, aunque a altas dosis también causd lesidn

pulmonar y hepética similar a la observada con la T-514 &%),

En ¢l humano la intoxicacidn con el fruto ocurre en forma accidental
principalmente en nifios entre los tres y los once afios de edad y puede presentarse en
cualquier época del afio ya que la fructificacion depende de la zona geografica donde
sc localice la planta. En cuanto a la frecucacia de la intoxicacién, se ha reportado que
se presentan anualmente de 20 a 30 casos en por lo menos 18 estados de la Repiblica

Mexicana ©?.

El cuadro neuroldgico de la intoxicacidn se caracteriza por pardlisis fldccida,
progresiva, simétrica y ascendente, la pardlisis al principio es espéstica y después
flaccida, se presenta hiporreflexia tendinosa, generalmente no es dolorosa y si se
presenta dolor €s de poca intensidad. Se conserva la sensibilidad al dolor, al tacto y
la temperatura. Ocasionalmente se presentan vomitos, diarrea y signos de infeccidn
en las vias respiratorias superiores. La severidad del cuadro es proporcional a la
cantidad y a la actividad del fruto ingerido, si el paciente sobrevive, 1a recuperacién
es lenta, la pardlisis se vuelve regresiva, en sentido inverso a como se presentd y el

tiempo de evolucién puede ser de 6 meses a un afio #7332,
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No existe hasta la fecha un tratamiento especifico y el manejo de los pacientes
es similar al de otras palineuropatias como ¢l Sindrome de Guillain-Barré (SGB), es
decir sintomdtico, de sostéa y rehabilitacion® ), §i el paciente no recibe
rehabilitacion se producen deformidades debidas a la atrofia muscular por

inactividad, que depende de la extensidn y gravedad del ataque inicial ¢ 118213)

Histoidgicamente la {esion neuroldgica ha sido identificada como
desmielinizacion segmentaria primaria acompaiada de degeneracion Walleriana, en
la que puede observarse micro y macrovacuolizacion en las vainas de mielina, asi

como restos de miefina fagocitados por las células de Schwann®® 2239,

Se han realizado diferentes trabajos encaminados al esclarecimiento de las
alteraciones observadas en los nervios motores en esta polineuropatia, lo cuales se

resumirdn en forma breve en los pdrrafos siguientes.

En diversos estudios neurofisiolégicos €n animales, se han reportado
alteraciones en 1a velocidad e incluso bloqueo en la conduccidn nerviosa asi como,
denervacién muscular. Se sugiere que estos cambios pudieran ser los responsables de
la pardlisis @ ™*. Por microscopia electrénica se corrobor$ ¢l dafio al nervio ya
observado por microscopfa de luz y ademds se encontré lesion en las c€lulas de

Schwann, degeneracidn mitocondrial y deplecién de glucdgeno™,

En cstudios bioquimicos fr vitro, se reportaron modificaciones en la

fosforilacién oxidativa que quizd sean resultado de la alteracién en la funcién



mitocondrial, debido a 12 accidn de las toxinas obtenidas después de la extraccion del

fruto de la K. humboldtiana con éter de petrdleo 2,

Por otra parte, se cuantificaron por densitometria las proteinas de la miclina de
nervios motores y cutdneos de gatos tratados con extracto etéreo del fruto de la K.
aumboldtiana. En este estudio las proteinas especificas la mieling dismunuyeson en
un 50% en los nervios motores y en los nervios cutdneos la disminucién fue menor
del 25%. Dichos cambios se presentaron principalmente en las regiones més distales,
ademads, se presentd un aumento en la proteina de 68 KDa que corresponde a los
neurofilamentos de 100 A. A raiz de estos resultados se sugiere que las toxinas son
captadas por las terminales nerviosas motoras por endacitosis®™ “?, En gatos se
reportd alteracion en el transporte axonal de proteinas después de [4 administracion
intraneural de la T-544 (tullidinol), esto tambi¢n se observé después de la

administracién por V.O%!.

De los diferentes trabajos de investigacion realizados se han planteado una
serie de hipdtesis que pretenden explicar como ocurre la desmielinizacion, asi se
propuso que las toxinas de esta planta pudieran actuar de manera similar al ploma, es
decir, por competencia con los iones de calcie o como la toxina diftérica por

depresién en la sintesis de proteinas bdsicas y proteolipidos de la mielina®™ 449,

También se ha propuesto que ¢l dafio inicia en la célula de Schwann por
cambios metabdlicos y alteracion de las enzimas lisosomales®, otra de las hipétesis
sugind que la paralisis resulta del bloqueo total del impulso nervioso y denervacidn

muscular.
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Ademds, también se ha reportado que las toxinas de este arbusto afectan
selectivamente a las fibras motoras gruesas, lo que hace improbable que las células
de Schwann sean primariamente afectadas® @, A pesar de la informacién obtenida
hasta ahora, ain se desconoce el mecanismo por el cual las toxinas de la X.

humboldtiana causan desmielinizacién.

La semejanza que guarda el cuadro clinico de esta imtoxicacién con el
presentado por otras enfermedades desmicelinizantes como la poliomelitis y
particularmente ¢l Sindrome de Guillain-Barré, dificultan ¢] establecimiento de un
diagnéstico diferencial correcto, sobre todo en las etapas tempranas ya que son
pricticamente indistinguibles entre si. Por lo tanto, muchos de los casos de
intoxicacién son diagnosticados errdneamente como SGB, incluso se ha considerado

a esta intoxicacién como una de las etiologias del SGB €9,

En ¢l SGB y en la intoxicacion por K. humbeldtiang se presenta un cuadro
pradrdmico caracterizado por afeccidn de vias respiratorias superiores similar a una
gripe, también puede presentarse diarrea e incluso vémito” ¥, Posteriormente, ¢l
problema neuroldgico inicia con debilidad de miembros inferiores que progresa hasta
el desarrolio de pardlisis fldccida simétnca y ascendente, pueden cursar con
compromiso respiratono de leve a severo y en muchos de {os casos puede requerirse
de respiracidn asistida. Adem4s, en ambas enfermedades se conserva el control de
esfinteres, [a sensibilidad al tacto, al dolor y a la temperatura. También se observa

pérdida de los reflejos osteotendinosos profundos, disfonia y disfagia ® %2 749,
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Frecuentemente, en el SGB se encuentran afectados 108 pares craneales,
situacién que no €s comuin observarla en la intoxicacién con la K. kumboldtiana, no
obstante, se han reportado casos e intoxicacion en los que se ven afectados los pares
craneales®™ *, Se tiene conocimiento del caso de una paciente intoxicada con la X.
humboldtiana que desarrolld pardlisis descendente, asimétrica y paresia facial
bilateral, ademds de dos nifios intoxicados con la K. johnstonii Ferndndez que

también presentaron afeccion de pares craneales 3",

Las diferencias entre éstos dos padecimientos radican principalmente en el
liquido cefalorraquideo (LCR) y cn ¢l nervio periférico; en €l LCR de pacientes con
el SGB se presenta una disociacién albimino-citolégica® % en cambio en la

intoxicacidn por la K. humboldiiara el LCR se reporta como normal (& ™ 3.39,

En cortes de nervio periférico se observa infiltrado celular caracterizado por
células mononucleares, linfocitos T y macréfagos en ¢l SGB®® 52 ™, No obstante,
existe un solo reporte sobre 1a presencia de macrdfagos en el nervio periférica de

cabras principalmente cuando existe desmielinizacion severa.

Sin embargo, Charlton y Pierce sugirieron que los macréfagos no participan en
la generacidn del dafio a la mielina, sino que solamente se encargan de 1a remocidn
de los detritos celulares®”. Ademds, tinicamente Padron-Poyou y Veldzquez han
reportado en conejos intoxicados la presencia infiltrado de linfocitos en las astas
anteriores de la médula espinal™, Por su parte, Dreyer y cols. reportaron que las

toxinas de la K. iuanboldtiana producian una nsuropatia paralitica no inflamatoria®,
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En estudios realizados en animales con el fruto de la K. humboldtiana y con
fa T-514 (PA ) se ha reportado la presencia de infiltrado de palimorfonucleares
(PMN}, linfocitos y macréfagos en pulmén. Ademds se encontré un aumento del
TNFa sérico y en €l homogenizado pulmonar de ratones intoxicados con la PA,.
En estudios de toxicidad dérmica en conejos, se reporté en cortes piel infiltrado

celular consiste en células mononucleares y linfocitos?- >3,

En la fase aguda del SGB, se ha reportado la presencia de titulos altos de
IgM dirigida contra la mielina del nervio periférico, capaz de fijar
complementot®2 9% No obstante, en la intoxicacion por K. humboldtiana no se
tiene conocimiento de la participacién de anticuerpos dirigidos contra

componentes de a mielina del nervio periférico.

En la neuritis experimental aguda (EAN), que es el modelo animal del SGB,
Brosnan y cols. reportaron un aumento en la cantidad de mastocitos
desgrunulados®™ y posteriormente Jonhson y cols. se sugirieron su participacidn
en la patogénesis de esta enfermedad experimental desmielinizante
autoinmune®", En la intoxicacién con el fruto de la K. Aumboldtiana no se ha

reportado la presencia de dichas células.

Tomanda en cuenta que atin se desconoce del mecanismo de accidn, por el
cual las toxipas del fruto de la XK. humboldtiana producen desmielinizacion en los

nervios motores y que ademads, falta informacion acerca de la participacion del
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sistema inmune en esta polineuropatia, se considerd muy importante realizar una
investigacién sistemdtica, para buscar la presencia de infiltrado celular ¢
inmunoglobulinas dirigidas contra proteinas de la mielina, en nervios cidticos de

ratas intoxicadas con el fruto de la K. Aumboldtiana.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer un modelo de neuropatia téxica con el fruto de la X,
humbolditiana para investigar la participacién de células del sistema inmune en
nervio periférico ¢ inmunoglobulinas contra proteinas de la mielina de nervio

cidtico de ratas Wistar.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-  Cuantificar la concentracién de toxinas presentes en el fruto de la

K. humbaoldtiana por CLAR-FR.

2.-  Establecer el esquema de dosificacion del fruto de la K. humboldtiana, que
administrado por via oral, sea capaz de inducir paresia, pardlisis y

recuperacion en ratas Wistar.

3.-  Evaluar la histologia del nervio cidtico de ratas tratadas y controles sin

tratar, mediante técnicas de rutina y técnicas especiales.

4.- Cuantificar mediante estudio morfométrico el infiltrado celular que
estuviese presente en el nervio cidtico de ratas tratadas y control sin tratar.

Realizar el andlisis estadistico de los resultados obtenidos.

5~ Buscar anticuerpos IgM e IgG dirigidos contra proteinas de la mielina del
nervio cidtico, en el suero de las ratas Wistar 1ntoxicadas y ratas control

sin lratar,



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Material biol6gico
2.1.1.1 Fruto maduro de la K. humboldfiana
Se utilizo en este estudio fruto maduro y seco de K. humboldtiana recolectado

en ¢l municipio de Hidalgo, N. L., en el afio de 1997 por el Ing. M.C. Rubén Lujdn.

2.1.1.2 Ratas Wistar

Se utilizaron ratas Wistar de ambos sexos, con un peso promedio de 195+ 25 g
y fueron distribuidas en lotes de 7 animales como minimo. Todas los animales se
mantuvieron bajo condiciones estindar de laboratorig, ciclo luz-obscuridad de 12
horas, temperatura 22 °C y recibieron agua y alimento completo, balanceado y libre

de antibidticos ad Libitwm.

13
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2.1.2 Equipo y material general

Agitador de vaivén

Agitador magnético con placa de calentamiento Corning PC101

Balanza analitica Mettler-Toledo AB204.

Balanza granataria Mettler-Toledo PB3001.

Bomba peristiltica de velocidad variable BioRad

Céamara para electroforesis mini-PROTEAN II BioRad

Cdmara para electrotransferencia BioRad

Centrifuga Beckman Spinchrone.

Congelador White-Westighouse -20 °C

Criostato Tissue Tek

Cromatografo Hewlett-Packard, modelo 1090 con detector de arreglo de diodos
Cubeta de cuarzo con un trayecto 6ptico de 1 cm.

Cubreobjetos de vidrio

Espectrofotémetro UV-VIS Beckman, modelo DU-7500, con arreglo de diodos con
controlador de temperatura Peltier (variacién en la temperatura de + 0.1 °C).
Fuente de Poder PowerPac 200 BioRad

Microscopio Binocular Carl Zeiss®

Histoembedder Leica® R134

Histoquinette Leica® TP 1010

Homogeneizador Potter-Elvejhem con pistilo de vidrio y pistilo de tefl6n.
Jaulas de acrilico y tapas

Jeringas desechables de 10 mL con aguja 20 x 32 mm

Liofilizador VIRTIS mod 6211-0120

Mallas circulares de 30, 50 y 100 gm de didmetro de poro.

Microcentrigufa Eppendorff modelo 5415C

Microtomo Leica® RM 2025.

Molino Thomas-WILEY, LABORATORY MILL, modelo 4, malla 2 mm.
Papel filtro 3mm de espesor por pliegos

Papel filtro Whatman niimero 1

Pipetas automaticas y puntillas 0.5-10 uL, 10-100 gL y de 100-1000 pL. Eppendorff
Pipetas lineales de diferentes capacidades

Pipeteador automatico sigma P5925
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Portaobijetos de vidrio

Potenciémetro Beckman @ SOpHmeter

Probetas de diferentes capacidades

Rotavapor Biichii 461

Rotor de columpio Beckman SW-28, para Z8,000 r.p.m.
Tubos para ultracentrifuga de polialémero Beckmaan.
Ultracentrifuga Beckman 1.8-M.

Vasos de precipitados diferentes capacidades

2.1.3 Reactivos para aislamiento de la mielina de nervio periférico, electroforesis de

protefnas, Western Blot ¢ Inmunghistoquimica

Acrilamida Sigma A-3553
Albumina sérica bovina Sigma A-7888
Alcohiol métilico Merck ' grado reactivo
Anticuerpo Anti-CD4 Je rata RD RDI-RTCD4abm-PEPE
Anticverpo Anti-IgG de Rata conjugada

con Peroxidasa hecho en conejo Sigma A-5705
Anticuerpo Anti-IgM de Rata conjugada

con Peroxidasa hecho en cabra Fierce 31476
Anticverpo Anti-lgM de ratén conjugado

con Peroxidasa hecha en cabra Sigma A8786
Anticuerpo monocional Anti-mielina de

nervio periférico humano hecho en ratén ICN 10700

Azul Brillante R Sigma B-7290

Azu| de Bromafenol Sigma B-8026
Bluxqueador de Proteinas DAKO X-0009
Cloruro de sodio (NaCl) PQM grado reactivo
Cloruro de potasio (K1) POM gado reactivo
Diaminobencidina liquida DAKO K-3466
Fosfato de sodio ditdsico anhidro

(Na,HPQ) Merck gradao reactivo



Fosfato de potasio monobdsico
(KH,PO.)

Glicerol

Glicina

Lauril Sulfato de Sodio

I eche en polvo sin grasa
Marcador de PM Rango amplio
Medio para montar tejido para
congelacion O.C.T.

Membranas de Nitrocelulosa

2- Mercaptoetanol
N’N’-Metilen-bis-acrilamida

PBS (Buffer de Fosfatos)
Persulfata de Amonio

Proteina Bdsica de la Mielina de Conejo
Sacarosa

Sistema LSAB(R)2 inmunotincion
peroxidasa

Sistema para deteccidn de proteinas
TEMED

Trizma Base (Biologia Molecular)

Trizma Base (Grado reactivo)

Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Santa Cruz
Sigma

Tissue Tek
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Dako
BioRad
Sigma
Sigma

Sigma

grado reactivo
G-5516
G-4392
14390
$C2325
M-4038

4583
N-8017
M-6250
M-2022
P-7059
A9164
M-2016
59378

K-0609
500-0002
T-7024
T-8524
T-1503

2.1.4 Reactivos para tinciones histoldgicas de rutins y especiales

Acido acético glacial

Acido clorhidrico (HCI 12N)
Alcohd] etilico absoluto
Alcohdl etilico 96°

Alcohol isopropilico

Azl luxol

Azul de Toluidina
Carbonato de litio (Li;CO,)
Entellan (resina de montaje)

Easina amarilla

ANALYTYKA
ANALYTYKA
ANALYTYKA
ANALYTYKA
ANALYTYKA
Sigma
Merck
Merck
Merck
ANALYTYKA

Grado reactivo
Grado reactivo
Grado reactivo
Grado reactivo
Grado reactivo
S 6140
115930
105670
107960
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Etilenglicol

Formalina 10%

Hematoxilina anhidra

Hidréxido de amonio

Nitrato de plata AgNO,

Sulfato de aluminio (Al,(S04),)
Thiosulfato de sodio (Na,S,0,) anhidro
Violeta de crecilo

Xilol

Yodato de sodio (NalQ,)

Quimik especializada
ANALYTYKA
ANALYTYKA
ANALYTYKA
Merck
ANALYTYKA
Merck

Merck
ANALYTYKA
ANALYTYKA

22

Grado reactivo

106512
105235

Grado reactivo
S4050SR
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2.2 METODOS

2.2.1 Procesamiento del fruto madura de la K. humboldtiana

Para este estudio se utiliz6 frute maduro y seco de la tullidora procedente del
municipio de Hidalgo, N. L. recolectado en 1997 por el Ing. Mc. Rubén Lujin.
Posteriormente, se molid el fruto en un molino Thomas-WILEY, LABORATORY
MILL, modelo 4, malla 2 mm y se cribd primeramente en una malla de 30 pm, el fruto
asi obtenido se ¢ribé nuevamente en una malla de 50 y 100 um respectivamente. El fruto

ya cribado se almacend a 4 °C en un recipiente de vidrio protegido de la luz hasta su uso,

2.2.1.1 Cuuntificacién de las de toxinas del frute de la K. humboldtiana por
CLAR-FR

A 0.5 g del fruto molido y cribado se le realizaron tres extracciones ¢con 5 ml. de
acetato de etilo, se recuperd cada una de las fases orgdnicas se mezclaron y después se
evapord ¢l solvente en un rotavapor Biichi 461 a 35°C, El residuo se disolvi6 en 0.5 mL
de cloroformo. El extracto se analizg por CLAR en fase reversa CI18 con arreglo de
diodos de acuerdo con el método reportado por Salazar, M. L. y cols. 1996, Se obtuvo
del cromatograma el 4drea bajo la curva en porcentaje para el diasteroisémero de la T-514

(PA,), la T-514 (PA)), la mezcla de T-544 y la T-496 de acuerdo con el método de

normalizacién de Poole & Poole 199143,
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2.2.2 Determinacién del esquema de dosificacion del fruto de la K. humboldtiana

para el desarrollo del modelo experimental de polineuropatia

Para este estudio se utilizaron ratas Wistar de ambos sexos (n = 7), las cuales
previo ayuno de 6 hs recibieron por V.O. mediante una sonda esofégica, dosis unicas de
1.25, 1.5, 1.75, 1.76, 1.77, 1.8 y 1.9 g/Kg y una dosis de 3.5 g/Kg fraccionadaen S o 7
dosis del fruto maduro de la K. humboldtiana en suspension acuosa, el grupo control
solo recibi6 el vehiculo (Figura 3). Las ratas se mantuvieron bajo condiciones estdndar
de laboratorio como ya se describié6 previamente y recibieron agua y alimento ad

libitum. El esquema de dosificacion fraccionada se muestra en las tablas I y II.

Dosis Unicas: 1.25, 1.5, 1.75, 1.76,1.77, 1.8y 1.9 g/Kg V.O.
Dosis Fraccionada: V.0. 3.5 g/Kg (1 dosis 1.5 + 4 dosis
0.5g/Kg administracion individual 2 veces por semana)
suspensién acuosa conc. 0.2 g/mL.

Ratas Wistar ambos sexos
(n>=T7)Peso 195+25¢
ayuno 6 hs

Figura 3. Método de administracion de las dosis tnicas y dosis fraccionada del
fruto de la K. humboldtiana V.O.
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Cada 4 dfay*

Descanso de 10
dfas

Cada 4 dias*

*3dministradas en
dosis individuales

= £ R
inistracién

semana
adminisiradas
en dosis
individuales

Tabla IlI. Esquema simplificado de dosificacion fraccionada por V.Q. del fruto de la
K. humboldtiana.
La concentracidn de la suspensién acuosa del fruto fue de 0.2 g/mL y se
adminmstré un volumen de 1.52 + 0.27 mL a las ratas que recibieron las dasis
comprendidas entre 1.25 y 1.9 g/Kg, para las dosis de 0.25 g/Kg el volumen fue de

0.22 + 0.024 mL y para la dosis de 0.5 g/Kg se administraron 0.47 4 0.052 mL.
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2.2.2.1 Registro del peso corporal

Se hizo un registro diario del peso de todos los amimales en una balanza
granataria digital Mettler-Toledo PB3001 durante las primeras dos semanas después
de la administracidn de la dosis inicial del fruto. Posteriormente, se registré el peso
cada tercer dia hasta el dia 58 después de 1a dosis inicial y finalmente se registré una

vez por semana hasta el dia 112 después de la dosis inicial.

2.2.2.2 Evaluacidn clinica
Durante todo ¢l experimento se evaluaron los siguientes manifestaciones de
tntoxicacion: piloereccion, cambios en la actividad espontdnea, alteracione en los
reflejos osteotendinosos, tono muscular, debilidad, jiba, funcién respiratoria,

alopecia, alteraciones en la marcha, pardlisis de miembros posteriores y/o anteriores.

2.2.2.3 Obteucién de las muestras séricas
Se obtuvo la sangre de las ratas tratadas y ratas control por puncidn cardiaca,
posteriormente esta se centrifugd a 3000 r.p.m. por 5 min. Se separd el suero y se

almacend a -20 °C en alicuotas de 150 uL.

2.2.2.4 Obtencion de lo nervios cidtices
Se disecaron los nervios cidticos de ambas extremidades posteriores desde su
salida de la columna vertebral hasta las ramas peroneal y tibial a nivel de la rodilla de
las ratas tratadas y de las ratas control. El nervio derecho se fijé en formalina al 10%
amortiguada con sales de fosfatos. El nervio izquierdo se colocé en QCT y se guardd

a-20°C.
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2.2.3 Aislamiento de la mielina del nervio ciitico

Se obtuvieron por diseccion los nervios cidticos de 55 ratas Wistar normales de
ambos sexos de forma similar a la descrita en la seccién 2.2.2.4, Los nervios se
cortaron en trozos pequeiios, se liofilizaron, se pesaron y se almacenaron al vacio a -

20 °C.

La miclina s¢ obtuvo mediante la técnica de Wiggins y cols,, 1975%% donde, €l
aislamiento de 1a mielina se realizd a través de ultracentrifugacién por gradiente de
densidad discontinuo en sacarosa, Todas las soluciones utilizadas y el procedimiento
seguido se realizd a una temperatura de entre 4 °C y 8 °C. Ver apéndice A para

preparacidn de reactivos pagina 124,

Los nervios liofilizados se procesaron en fracciones de 250 mg como se
describe a continuacién. Se homogeneizaron 250 mg de nervio cidtico liofilizado en
50 mL de sacarosa 0.29 M en un homogeneizador Potter-Elvejhem con pistilo de

vidrio esmenlado.

Una vez homogeneizado €l nervio se llevé a un volumen de 100 mL con
sacarosa 0.29 M. Un sexto del homogeneizado (16.7 mL) se colocé sobre 15.0 mL de
sacarosa 0.85 M en tubos de ensayo de polialémero Beckman. Posteriormente se
colocaron en un rotor de columpio Beckman SW28 y se centrifugaron a 25,000
r.p-m. (82,000 g) durante 45 min. en una ultracentrifuga Beckman L8-M. Una vez
transcurrido este tiempo se recuperé la capa de mielina cruda de la interfase con una

pipeta pasteur y se descart$ el resto de la solucidn.
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La mielina recuperada de cada uno de los tubos se colocd en un matraz Erlen-
Meyer de 250 mL y se llevé a un volumen final de 150 mL con agua bidestilada. [a
suspensidn se centrifugé a 25,000 r.p.m. (82,000 g) por 15 min. Se recuperS la

mielina por decantacidn y se elimind ¢l sobrenadante.

La mieclina que se recuperd en el paso anterior s resuspendié nuevamente en
60 mL de agua bidestilada, se dejo reposar en hielo por 20 min. y se centrifugé a
10,000 r.p.m. (13,200 g) por 10 min. Se recuper$ la mielina por decantacién y se
elimind el sobrenadante. Finalmente, se resuspendid la mielina en 60 mL de agua
bidestilada y se centrifugé a 15,000 r.p.m. (30,000 g) por 15 min. La mielina

obtenida se liofilizé y se almacend al vacio a -20 °C hasta su uso,

2.2.3.1 Determinacién de proteinas por el método de Bradford

Para la determinacidn del contenido de proteinas en [a mielina de nervio se
siguié el método de Bradford, en donde la absorbancia mdxima de una solucién dcida
de azu! brillante de Coomasie G-2) cambia de 465 nm a 595 nm cuando se une ala
proteina. La intensidad del color es directamente proporcional a la concentracién de

la proteina.

2.2.3.1.1 Solucion estindar de albimina. Se prepar6 una solucion de
albumina bovina 2 una concentracion de 1000 ug/mL. La albimina bovina se

disolvié en agua bidestilada.
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2.2.3.1.2 Reactivo de Bradford. El reactivo concentrado de Bradford
(BioRad) se diluye 1:5 con agua destilada y se filtré en un papel Whatman 1 antes de

Su usQ,

2.2.3.1.3 Carva de calibracidn. Se determin$ por triplicado ¢l cambio
de absorbancia a 595 nm de cada uno de los estdndares de albimina. El promedio de

estos valores fue utilizado para graficar la curva de calibracion.

Las concentraciones de los estindares empleadas para la realizacién de la curva

de calibracién se describen en la tabla [II.

Protefnes § Albimina | Agus bidestilada Reactivoe de
| oot | e ] o | erecers |
0.0 —— 2000 800

Tabla [Il. Concentraciones de proteina empleadas para la
realizacion de [a curva de calibracion.

2.2.3.1.4 Preparacién y dilucion de la mielina. Se pesé 1mg de la
mielina liofilizada y se disolvié en 300 uL de buffer de¢ muestra y s¢ llevé a
ebullicion durante 3 minutos. La concentracion de proteinas de realizé sin dilucién y

con dilucién 1:10 en ¢l buffer de muestra 2x.
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2.2.3.1.5 Calculos. La concentracion de proteinas de la mielina fue
interpolada ¢en la curva de calibracion obtenida al graficar el valor de absorbancia
contra la concentracidén de proteina de los estdndares, los valores fueron ajustados
con el método de minimos cuadrados (programa estadistico del espectrofotdmetro

UV-VIS Beckman DU-7500).

2.2.4 Estudio histologico

2.2.4.1 Tincion de hematoxilina y eosina

Se hicieron cortes del nervio cidtico tncluido en parafina de un espesor de 6 pem
con un microtomo Leica, se desparafinizaron y posteriormente se tifieron con la
técnica estindar de H y E. La evaluacién morfoldgica del tejido se realizé por
microscopia de luz a 10X y 40X en un microscopio binocular Carl Zeiss®. Ver
apéndice B pdginas 125 a 127 para descripcion detallada de la técnica y preparacion

de reactivos.

2.2.4.2 Método de Kliiver-Barrera

Se hicieron cortes de 6um de espesor del nervio cidtico incluido en parafina
tanto de las ratas intoxicadas como de las ratas control. Las muestras posteriormente
se tifieron mediante ¢l método descrito por Kliver-Barrera en 1960, para el estudio
de la mielina y la observacién de células®. La evaluacidn morfoldgica se realizé por
microscopia de luz como se menciond$ en la seccidn 2.2.4.1. Ver apéndice B pdginas

128y 129,
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2.2.4.3 Tincién de azul de toluidina

Este método es especifico para la deteccion de mastocitos del tejido conectivo
presentes en nervio cidtico. Para esta tincidn se hicieron cortes de 6 pm de espesor
del nervio cidtico incluido en parafina, posteriormente se¢ tifieron segin el m¢todo
estindar de azul de toluidina®, la evaluaci6én de los cortes se realiz6 por
microscopia de luz como ya se describié previamente. [a técnica se describe en el

apéndice B pdgina 130.

2.2.4.4 Método de Marsland-Glees y Erickson

Técnica especial de impregnacidn con plata para la identificacién y evaluacién
de la integridad axonal en el nervio periférico. Se hicieron cortes de 9 ym de espesor
del nervio cidtico incluido en parafina tanto de las ratas tratadas como de las ratas
control. Previa desparafinizacidn se procedid a teiiir las muestras segin el método
descrito por Marsland®”. La evaluacidn de los cortes se realizé por microscopia de

luz. La técnica se describe en el apéndice B pdginas 125, 131 y 132.

2.2.5 Estudio morfométrico

2.2.5.1 Cuantificacion de mastocitos

La cuenta de mastocitos endoneurales se realizé a un aumento de 40x por
microscopfa de luz, en cortes de nervio cidtico tefiidos con azul de toluidina y con el

método de Kliiver-Barrera. Se observé un drea de 5.74 mm® (2.87 mm? para cada una
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de las tinciones) que se determiné después de medir el ancho y ¢l largo del nervio
cidtico en mm, con una escala montada en el ocular. Finalmente, se expresé el
promedio del nimero de mastocitos por mm?, del porcentaje de mastocitos no
desgranulados y desgranulados, asi como el promedio de mastocitos no
desgranulados y desgranulados por mm’ de cada una de las etapas de la

polineuropatia y del grupo control sin tratar.

2.2.5.2 Cuantificacion de linfocitos

La cuenta de linfocitos endoneurales se realizé por microscopia de luz a un
aumento de 40X, €n cortes del nervio cidtico tefiidos con el método de Kliiver-
Barrera. Fl 4rea observada fue de 2.0 a 3.0 mm? de nervio cidtico y se determind
después de medir el ancho y el largo del mervio cidtico en mm con una escala
montada en el ocular. Finalmente, se expresd el valor promedio de linfocitos por

mum? en cada una de [as etapas de [a neuropatia y en el grupo control sin tratar.

2.2.6 Identificacion de linfocitos por inmunohistoquimica

La inmunotincién con peroxidasa se realizé con un anticuerpo monoclonal anti
CD-4 comercial especifico para tejido de rata, como control positivo se utilizé
amigdala de rata y como control negativo, se omitié el primer anticuerpo. El

procedimiento se detalla en el apéndice C pdgina 134,
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2.2.7 Western Blot

2.2.7.1 Electroforesis de la mielina del nervio cidtico

Ver apéndice D pdgina 136 para la preparacién de reactivos.

2.2.7.1.1 Preparacién de las muestras. Marcadores de Peso
molecular A una alicuota de 10 pl. del marcador de peso molecular de 203,000 a
6,500 KDa se le adicionaron 20 xL del buffer de muestra 2X y se llevé a ebullicion
en bafio de agua por 2 minutos. S¢ aplicaron 10 uL. del marcador de peso molecular a

un carril de 5 mm de ancho por 12 mm de alto (0.6 cm?).

Proteina bidsica de la mielina de conejo (P,). La PBM de congjo se
reconstituyd con 150 pl. de buffer de muestra 2X (1 mg/150 uL), se hicieron
alicuotas de 30uL, se colocaron en tubos Eppendorff de 100 ul. y se congelaron a
—70°C hasta su uso. A 30 ul_ de la PBM se le adicion$ un 5% de B-mercaptoetanol y
se llevo a ebullicion en bafio de agua por 4 min. Se aplicaron de 150 a 200ug de la
PBM en un volumen de 25 a 30 uL. a un carril de 5.7 cm de ancho por 1.2 cm de alto

(6.84 cm?).

Mielina de nervio cidtico

Un mg. de la mielina liofilizada se disolvié en 40 uL del buffer de muestra 2X
y se le agregs un 5% de B-mercaptoetanol, se agitd en un agitador mecdnice y se
llev$ a ebullicién en baiio de agua por 4 min. Se aplicaron 1.25 mg de la mielina de
nervio cidtico en un volumen de 50 a 55 ul a un carril de 5.7 cm de ancho par 1.2

cm de alto (6.84 cm?).
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2.2.7.1.2 Preparacién de los geles de poliacrilamida-SDS. Se preparé
¢l gel concentrador de poliacrilamida-SDS al 5% y los geles separadores al 12y 14%
segln se muestra ¢n las tablas IV y V. Las medidas finales del gel fueron, de 2.5 ¢cm
de alto por 8.3 cm de ancho para el gel concentrador y de 4.8 cm de alto por 83 cm

de ancho para el gel separador.

Tabla V. Preparacién del gel separador de poliacrilamida al 12% y14%
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2.2,7.1.3. Condiciones de la electroforesis de protefmas. La
electroforesis se realizé en una cdmara para electroforesis mini PROTEAN marca
BicRad y como fuente de poder Power Pac 2(X} de Bio Rad. Tanto para la mielina
del nervio ciatico como para la PBM de congjo, el corrimiento ¢n ¢l gel concentrador
se realizé a 30 volts con amperaje libre, y del corrimiento en €l gel separador llevé a
cabo a 60 volts y el amperaje se dejo libre. Una vez concluida fa electroforesis se
obtuvo el gel y se corto una tira de aproximadamente 1.5 cm de ancho de¢ la parte
derechd, en donde se localizaron los marcadores de peso molecular y parte de la
muestra de mielina del nervio cidtico o de la PBM de congjo y se colocd en azul de

Coomasie por 16 hs, el resto del gel se prepard para su eletrotransferencia.

2.2.7.2 Electrotransferencia

Auates de finalizar la electroforesis se colocaron en buffer de transferencia frio
durante 45 min, 4 papeles filtro de 3 mm de espesor y una pieza de la membrana de
nitroce{ulosa del tamafio del gel. Una vez que se tiene el gel se colocan 2 de los
papeles filtro sobre una esponja de fibra impregnada con el buffer de transferencia,
se retiran muy bien las burbujas con un agitador de vidrio, esta operacidn se realizo
cada vez que se colocd una nueva capa del emparedado, después, se calocé el gel
sobre el papel filtro, sobre ¢l gel se colocd la membrana de mitrocelulosa y
finalmente otros dos pedazos de papel filtro y la otra esponja de fibra, por dltimo se

cerrd bien el dispositive, el procedimiento se muestra en la figura 4.
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Ancdo (+)
Esponia vesSeeNeTSISERALS - |
po 4 ' '_-.‘_—.'_—.':.'_—.‘:.‘:::.‘:.‘:.‘:_.'-_—.':.':.“MMbmdem ulosa
Papel ﬁlu—o—"‘" r:_‘.'_-.‘_—.':.‘:.‘.l:'.'-‘.':.':.‘:.‘_—.‘_—.‘:.“_Gel
Esponja-—¥ — Catodo (-)

Figura 4. Representacion esquemdtica de la preparacién del gel de poliacrilamida y la
membrana de nitrocelulosa para la transferencia.

Se colocd el dispositivo dentro de ia cdmara de transferencia de forma que la
membrana de nitrocelulosa quedara del lado del dnodo. La transferencia se realizé en
frio, con agitacidn constante, a 100 volts y amperaje libre por 1.0 h, una vez
transcurrido este tiempo se recuperd la membrana de nitrocelulosa y se tifio con
solucidn de Ponceau por 1Q min. en agitacidn y a temperatura ambiente, se lavé con
PBS 1X para quitar el exceso del colorante, se colocd sobre un papel filtro y se dejé

sCCAl.

Se recuperd €l gel y se tifio en azul de Coomasie por 16 hs. Los geles que se
pusieron a tefiir en el azul de Coomasie se destifieron por agitacion con solucién
decolorante en repetidas ocasiones hasta eliminar ¢l exceso del colorante lo que
permitid la visualizacion del patrén caracteristico de las bandas de proteina de cada

una de las muestras analizadas. Ver apéndice I) pdgina 137.
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2.2.7.3 Deteccion por WB de inmunoglobulinas séricas contra la mielina

del nervio ciditico
Se cortaron tiras del papel de nitrocelulosa previamente transferido de 3 mm de
ancho y cada una se bloqued con 1.5 mL de solucién albiimina sérica bovina al 1%
en PBS 1X pH 7.4 por 30 min a temperatura ambiente y agitacién en vaivén. Una
vez transcurridos los 30 min se retird la solucién de bloqueo y se procedid a hacer
tres lavados con PBS 1X pH 7.4 durante 10 min cada uno en agitacin en vaivén y a

temperatura ambiente.

Después del dltimo lavado se incubaron las tirillas por 2 hs a temperatura
ambiente y agitacion ligera con un combinado de ocho sueros de ratas de cada una de
la ctapas de la neuropatfa, excepto en la etapa de recuperacién en que solo se
emplearon 7, asi como del grupo de ratas control sin tratar, posteriormente, se
probaron individualmente cinco sueros de cada una de las etapas de la polineuropatia
para la deteccidn de [gG. La dilucidn del suero en todos los casos fue de 1:20 y se

diluy6 en solucidén de allnimina sérica bovina al 0.1% en PBS 1X pH 7.4.

Como control positivo se utilizé anticuerpo monoclonal comercial contra
mielina del nervio periférico a una dilucién de 1:120. El volumen utilizado por tirilla
fue de 1.5 mL. Postertormente, se incubaron las tirillas durante toda la noche a 4°C.

Se retiraron Jas tirillas del refrigerador y se dejaron a temperatura ambiente por
espacio de 1.0 bs, después se procedid a retirar cada uno de los sueros y se hicieron

tres lavados con PBS 1X pH 7.4 como se describid anteriormente.
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Después del tercer lavado se procedié a incubar las tirillas con el segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa contra [gG de rata a una dilucidn de 1:1,500,
contra IgM de rata a una dilucidn de 1:1,500 y contra IgM de ratén 2 una dilucion de
1:1000 para el control positivo, por 2 hs a temperatura ambiente y agitacidn ligera.

Al termind de las 2 hs se realizaron tres lavados con PBS 1X pH 7.4 como ya
se describi6. Finalmente se procedié a revelar cada una de las tirillas en una solucidén
de 33 diaminobencidina comercial, el tiempo de revelado fue 3 a 5 min. De detiene

la reaccion al colocar las tirillas en agua bidestilada y luego en PBS 1X pH 74.

2.2.7.4 Deteccidn por WB de inmunoglobulinas séricas contra la PBM de

conejo

Se cortaron tiras del papel dec nitrocelulosa previamente transferido de 3 mm de
ancho y cada una se bloqued con 1.5 mL de solucién de leche en polvo sin grasa al
0.1% en PBS 1X pH 7.4 durante 1hs a temperatura ambiente y agitacidn en vaivén.

Una ves transcurnidos los 30 min se retird la solucién de bloqueo y se procedia
a hacer tres lavados con PBS 1X pH 7.4 durante 10 min cada uno en agitacién en

vaivén a temperatura ambiente.

Después del dltimo lavado se incubaron las tirillas por 2 hs a temperatura
ambiente y agitacion ligera con una mez¢la de ocho sueros de ratas de cada una de la
etapas de la neuropatia, excepto en la etapa de recuperacion en que solo se
empledron 7, asi como del grupo de ratas coatrol sin tratar, posteriormente, se
probaron individualmente cinco sueros de cada una de las etapas de la

polineuropatia.
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La dilucién del suero en todos los casos fue de 1:20 y se diluy§ en solucidn de leche
en polvo al 0.01% en PBS 1X pH 7.4. Posteriormente, s¢ incubaron las tirillas

durante toda la noche a 4°C.

Se retiraron las tirillas del refrigerador y se dejaron a temperatura ambiente por
espacio de 1.0 h, después se procedi$ a retirar cada uno de los suerus y se hicieron

tres lavados con PBS 1X pH 7.4 como se describié anteriormente.

Después del tercer lavado se procedié a incubar las tirillas con el segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa contra {gG de rata hecho en conejo a una
dilucién de 1:2,500, contra [gM de rata hecho en cabra a una dilucidn de 1: 5000 y
contra IgM de ratén a una dilucion de [: 1000 para el control positivo, por 2 bs a

temperatura ambiente y agitacién ligera.

Al terminé de las 2 hs se realizaron tres lavados con PBS 1X pH 7.4 como ya
se describid. Finalmente se procedid a revelar cada una de las tinllas en una solucion
de 3'3 diaminobencidina comercial, el tiempo de revelado fue 3 a 5 min. De deticne

la reaccidn al colocar las tinllas en agua bidestilada y luego en PBS 1X pH 7.4.

Adicionalmente se realizé la deteccidon IgM dirigida contra la PBM en una
mezcla de 8 sueros de ratas Wistar de nuestro bioterio y en una mezcla de 8 sueros
de ratas Sprague-Dawley sin tratar, procedentes del bioterio de la Facultad de
Ciencias BiolGgicas de la UANL. Ver apéndice E pdgina 139 para la preparacion de

reactivos.




2.3 ANALISIS ESTADISTICO

2.3.1 Aniilisis de Varianza (ANOVA)
Se utilizé para la evaluacién de los resultados morfométricos de mastocitos y
linfocitos, asi como, para determinar si influye 0 no el gémero de las ratas en las

variables bajo estudio.

2.3.2 Prueba de Kolmogorov-Smirnov

Se realiz6 esta prueba para evaluar el tipo de distribucién de los resultados.

2.3.3Pruchba de Fisher de comparaciones méltiples de diferemcia minima

significativa (L.SD)

Se realizd para evaluar s1 hubo diferencia significativa entre los grupos de estudio.




CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE

TOXINAS EN EL FRUTO DE LA K, humboldtiana POR CLAR- FR

La cuantificacion de las toxinas se realizé por cromatografia de liquidos de alta
resolucidn después de la extraccién de 0.5 gr del fruto de la K. humboldtiana con
acetato de etilo. En el cromatograma se¢ observan los tiempos de retencion en
minutos de las toXinas y ¢l drea bajo la curva de la T-514 y de la mezcla de la
T-544 como s¢ muestra en la figura 4 y en la tabla VI se muestran [as

concentraciones en porcentaje de cada una de ¢stas toxinas.
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Data Fila C:\HFCHEM\1\DATA\SEPT2A\122-0101.D Fage 1 of 1
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1 T-496
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T=514 (Peroxisomicina A1) Mezcla T-544

=
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Figura 5. Cromatograma de las toxinas del fruto maduro de la K. humboldtiana por

CLAR-FR

Diasteroisomero de la T-514
Peroxisomicina Al (T-514)
Complejo T-544

T-496

Tabla VL- Relacidn del porcentaje de drea en el cromatograma de cada
una de las toxinas del fruto maduro de la K. rumboldtiana.
{(Método de normalizacion Poole & Poole 1991)“.

3.2 OBTENCION DE LA MIELINA DE NERVIO CIATICO

3.2.1 Rendimiento de la mielina de nervio cidtico

A partir de 500 mg de nervio cidlico liofilizado y homogeneizado procedente
de ratas Wistar normales, se obtuvo un total de 32.7 mg de mielina por
ultracentrifugacidn en gradiente discontinuo de sacarosa, siendo el rendimiento en

este proceso del 6.54%.
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3.2.1.1 Concentracién de proteinas en la mielina de nervio cidtico
La concentracién de protefnas en 4 mielina de nervio cidtico obtenida en el

punto anterior fue de 68.17 ug/mg. segin el método de Bradford,

3.3 MODELO EXPERIMENTAL DE POLINEUROPATIA
CON EL FRUTO DE LA K. humboldtiana
Para este estudio se probaron por V.Q. diferentes dosis inicas y una dosis de 3.5
g/Kg del fruto maduro de la K. humboldriana que s¢ administr$ fraccionada en cinco

dosis, los resultados se muestran en las tablas VII y VIII respectivamente.

Dosis Unica Muoutalidad ] Desarrollo de Paresia
gKg n=8 % Parilisk
1.25 0/8 )

Ninguna

Ninguna

Paresia severa
Paralisis
Parailisis
Parilisis

Tabla VII Relacion de dosis Unicas empleadas para la eleccidn del esquema de
dosificacion para el desatrollo del modelo experimental de polineuropatia.

En esta tabla se puede observar que con las dosis de 1.76, 1.77 y 1.8 g/Kg las
ratas que no murieron desarrollaron pardlisis, sin ¢mbargo, se descarté el uso de este
esquema de dosificacién por no obtenerse el nimero de muestra suficiente, debido a

la alta mortalidad que se present$ a estas dosis.
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Por lo tanto, se procedié a la administracion del esquema de dosificacién

fraccionada como se muestra en la tabla VIII.

Dosis total [raccionuda Neo. de Mortalldad
gIKg dosis n=38

2 veces por SeTans Desarrollo de paresia (32 dijas ddi*)
sdministradas en forma  Pardlisis (52 dias ddi) y recuperacién
individual a partir del dfa 65 ddi.

*ddi despu¢s de la dosis inicial

Tabla VIII. Resultados después de la administracion del esquema de dosis fraccionada
(3.5g/Kg) V.O del fruto de la K, humboldtiana.

En esta tabla se puede observar que se administraron un total de 5 dosis del
fruto maduro de la K. humboldtiana en un periodo de 14 dias, con ¢ste esquema s¢
observd el desarrollo de paresia (32 dias ddi) que progresd hasta pardlisis (52 dias
ddi) respectivamente. Seguida de la pardlisis se present$ la recuperacidn de las ratas
a partir del dia 65 ddi. Con este modelo, ¢l 87.5 % de las ratas tratadas desarrolld ¢l

cuadro neurolégico tradicionalmente descrito para esta intoxicacion.
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3.3.1 Manifestaciones clinicas de intoxicacién
Todas las ratas tratadas con el fruto de la K. humboldtiana se revisaron a diario
y sc registro la aparicién de los pardmetros clinicos de intoxicacion mencionados en

el capitulo 2 seccion 2.2.2.2.

3.1.1.1 Etapa sin neuropatia (Grupo 24 dfas ddi)

Las principales manifestaciones clinicas de intoxicacion se presentaron en la
primera semana después de la administracién de la dosis inicial del fruto. Estos
animales mostraron pérdida de peso importante, debilidad, piloereccidn, disminucién
en la actividad espontdnea y como signo constante de la intoxicacién se presentd
disnea desde ligera hasta severa que en algunos casos, culmind en la muerte de la
rata. Durante la segunda y tercera semana se observd una recuperacion aparente que
se caracterizé principalmente por aumento de peso corporal, disminucién de la
disnea, sin embargo, durante este periodo las raias presentaron alopecia en el drea
frontal de la cara y en la region dorsal. Eg la figura 6a s¢ puede observar una rata

representativa de la etapa sin neuropatfa .

3.3.1.2 Etapa de paresia (Grupo 48 dfas ddi)

En este grupo de animales ademds de los signos ya mencionados para el grupo
sin ncuropatia (24 dias ddi), se observd adelgazamiento e hiperextensién del tren
posteriar, jiba, hiporreflexia y dificultad en la marcha. Nuevamente se observd
pérdida de peso que coincide con la instalacidn de la paresia 36 = 4 dias. Ademds, se

presentd dificultad respiratoria de moderada a severa (Figura 6b).




3.3.1.3 Etapa de pardlisis (Grupo 58 dias)
En estos animales ademds de los signos de intoxicacién ya mencionados, el
adelgazamiento del tren posterior se hizo mdés evidente, la paresia progresé hasta el

desarrollo de la pardlisis fldccida bilateral y arrastre del tren posterior.

El peso corporal permanece bajo sin variaciones significativas, en algunos
animales se observaron las manos en garra o en gota. La alopecia se hizo mds
evidente y en algunos casos se¢ presentd aumento de la frecuencia respiratoria,

principalmente en aquellas ratas que mostraron un mayor deterioro (Figura 6d).

3.3.1.4 Etapa de recuperacion (Gropo 112 dias)

Este grupo de ratas preseaté todos los signos de intoxicacién antes
mencionados, sin embarpo, a partir de la sexta y séptima semana los animales
Lniclaron su recuperacion, con aumento de peso sostenido, aumento progresivo de la
actividad espontdnea, disminucién de la debilidad y mejoramiento de [a apariencia
general. Hasta que ninguno de los signos de la polineuropatfa fue evidente (Figura

0c).

3.3.1.5 Grupo control
Este grupo no presentd durante todo el estudio ninguno de los signos (Figura

6c).




Figura 6. Ratas Wistar representativas de cada una de la etapas de la
polineuropatia causada por el fruto de la K. humboldtiana y grupo
control sin tratar. a) Rata intoxicada sin neuropatia (24 dias ddi),
b) Rata intoxicada con paresia (48 dias ddi), ¢) Rata control
normal, d) Rata intoxicada con pardlisis (58 dias ddi) y e) Rata
intoxicada recuperada de la neuropatia (112 dias ddi).




3.3.2 Registro del peso corporal

3.3.2.1 Etapa sin neuropatia (Grupo 24 dias ddi)
En la figura 7 se muestra el comportamiento del peso corporal promedio de las

ratas durante los primeros 24 dias de la intoxicacién.

T RS

128 Y g T g T r r r o
0 2 7 9 13 16 17 0 2 4

Figura 7. Representacién gréfica del peso corporal promedio del grupo de
ratas durante la etapa sin neuropatia (24 dias ddi) y del grupo
control sin tratar.

En esta grafica se observa en esta etapa una pérdida importante de peso del
19.45 + 483% al séptimo dia de la intoxicacién, mientras que el grupo control
presenté un aumento del 837 + 1.52%. A partir de la segunda semana del

tratamiento hasta el dia en que los animales fueron sacrificados hubo un aumento de

peso del 5.17 = 5.1%.
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3.3.2.2 Etapa de paresia (Grupo 48 dias ddi)

En la figura 8 se muestra el comportamiento del peso corporal promedio de las

ratas con paresia.

. v o

0 1 4 5 8 7 & 11 13 14 15 18 1

25 28 32 35 38 36 41 42 48 47 48

N4

p—
o n
Dias

Figura 8. Representacién grifica de peso corporal promedio del grupo de ratas
durante la etapa de paresia (48 dias ddi) y del grupo control sin tratar.

En esta gréafica se observa una pérdida importante de peso del 14.7 = 5.74% al
séptimo dia de la intoxicacién, mientras que el grupo control presenté un aumento
del 8.32 + 1.65%. Del dia 9 al 32 hubo un aumento de peso del 15.0 = 12.45%. Sin
embargo, del dia 32 hasta el dia 48 en que fueron sacrificadas, se presenté

nuevamente pérdida de peso del 20.0 = 6.22%.




3.3.2.3 Etapa de parilisis (Grupo 58 dias)

En la figura 9 se muestra el comportamiento del peso corporal promedio del

grupo de ratas con pardlisis.

das ,-"*.—/‘\'

= —o— Pardlisis
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Dias

Figura 9, Representacién grafica de peso corporal promedio del grupo de ratas
durante la etapa de pardlisis (58 dias ddi) y del grupo control sin tratar.

En esta grdfica se observa una pérdida importante de peso del 21.57 + 8.08% al
séptimo dia de la intoxicacién, mientras que el grupo control presenté un aumento
del 17.22 = 3.97%. Del dia 9 al 32 hubo un aumento de peso del 8.73 = 4.0%. Sin
embargo, del dia 32 hasta el dia 58 en que fueron sacrificadas, se observé

nuevamente pérdida de peso del 15.02 = 5.88%.
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3.3.2.4 Etapa de recuperacién (Grupo 112 dias)
En la figura 10 se muestra el comportamiento del peso corporal promedio del

grupo de ratas recuperadas de la neuropatia.

260 v —
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Figura 10. Representacién gréfica del peso corporal promedio del grupo de ratas
durante la etapa de recuperacién (112 dias ddi) y del grupo control sin
tratar.

En esta grafica se observa una pérdida de peso del 19.35 = 11.82% al séptimo

dia de la intoxicacién, mientras que ¢l grupo control que presenté un aumento del

13.58 + 1.47%. Del dfa 9 al 32 hubo un aumento de peso del 15.62 + 11.3%. Sin

embargo, del dia 32 hasta el dia 55 lapso en que se presents la pardlisis, se observo
nuevamente pérdida de peso del 10.25 = 1.8%. Finalmente, a partir del dia 65 hasta

el dia 112 en que fueron sacrificadas presentaron un aumento de peso del 16.4 +

3.5%.
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3.4 RESULTADQS HISTOLOGICOS

3.4.1 Grupo Control

3.4.1.1 Tincién con hematoxilina y eosina

Se observé el nervio cidtico bien conservado, morfolégicamente normal, lo
mismo que los vasos sanguineos. En cuanto a su celularidad se encontraron escasos
mastocitos en el endoneuro y perineuro que son considerados residentes normales del

tejido nervioso (Figura 11a).

3.4.1.2 Método de Kliiver-Barrera

Se observd el mervio cidtica morfoldgicamente normal, sin alteraciones en la
vaina de mielina, fibras nerviosas integras y bien definidas (Figura 11b), ademads de
algunos mastocitos no desgranutados y desgranulados tanto ¢n el endoneuro como en

el perineuro, principalmente a nivel perivascular.

3.4.1.3 Tincién de Azul de toluidina
Se confirmé e identificéd la presencia de mastocitos perivasculares tanto

desgranulados como no desgranulados en endoneuro y perineuro del nervio cidtica,

(Figura 11d).

3.4.1.4 Método de Marsland-Glees y Erickson
Con esta tincidn se observd la presencia de axomes biem conservados sin

alteraciones morfolégicas, (Figura 11c).




Figura 11. Cortes de nervio cidtico de rata Wistar control sin tratar. a) Tincion
H y E se observé la morfologia normal del nervio. b) Método de
Kliiver-Barrera, se aprecié la mielina bien conservada. ¢) Método de
Marsland-Glees y Erickson se observaron axones normales.

d) Tincién de azul de toluidina se observé un mastocito perivascular
residente del tejido nervioso (—). 40x.
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3.4.2 Etapa sin neuropatia (Grupo 24 dfas ddi)

3.4.2.1 Tincién hematoxilina y eosina

En el estudio histolGgico se encontraron alteraciones en la morfologia del
nervio cidtico, consistentes en vacuolizacion intersticial de 1a vaina de mielina y
dentro de las fibras nerviosas, vasodilatacién y congestién vascular, Asi como, la
presencia de infiltrado de mastocitos tanto en el endoneuro como en el perineuro, en

cantidad superior al observado ¢n ¢l grupo control, (Figura 12a).

3.4.2.2 Método de Kliiver-Barrera

Con esta tincion se pudo apreciar desmielinizacién segmentaria de algunas
fibras nerviosas, micro y macrovacuoclizacida entre y dentro de las vainas de miclina,
separacidn de las fibras nerviosas, vasodilatacion. y congestion vascular. También
fue evidente la presencia de numerosos mastocitos con bordes bien definidos y con
granulos metacromdticos color plirpura en su interior (Figura 12b). Ademds s¢

observaron numerosos linfocitos a nivel vascular.

3.4.2.3 Tincién de azul de toluidina
Con esta tincidn fue posible la identificacién y confirmacion de la presencia de

numerosos mastocitos endoneurales fntegros en el nervio cidtico, (Figura 12d).
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3.4.2.4 Método de Marsland-Glees y Erickson
El método de impregnacién con plata permitié observar las alteraciones
presentes a nivel axonal en el nervio cidtico. Se observaron alteraciones axonales que

consistieron en zonas de adelgazamiento alternadas con abultamientos del axén

dando la apariencia de cuentas de un rosario, (Figura 12c).

Figura 12. Cortes de nervio cidtico de ratas Wistar sin neuropatia (24 dias ddi).
a) Tincién H y E se observa vacuolizacién (™) en las vainas de
mielina, vasodilatacién y congestién vascular (=). b) Método de
Kliiver-Barrera se aprecia desmielinizacién segmentaria ligera e
infiltrado de mastocitos integros principalmente (—*). ¢) Método
Marsland-Glees y Erickson se presentan alteraciones en algunos
axones (=») . d) Tincién de azul de toluidina se aprecia un aumento en
la cantidad de mastocitos endoneurales integros (—*). 40x.
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3.4.3 Etapa de Paresia (Grupo 48 dias ddi)

3.4.3.1 Tincién con hematoxilina y eosina

En esta etapa de la intoxicacion, la alteracién en la morfologia normal del
nervio cidtico fue evidente y consistié en vacuolizacidn endoneural, vasodilatacion,
congestién vascuiar y la presencia de abundantes mastocitos endoneurales
desgranulados. Ademds, se encontr$ infiltrado de linfocitos en ¢l endoneuro y

adheridos al endotelio vascular, (Figura 13a).

3.4.3.2 Método de Kliiver-Barrera

Con esta tincidn se observd desmielinizacion segmentaria, separacion y pérdida
de fibras nerviosas, vasodilatacion y congestion vascular, ademds, de la presencia de
mastocitos desgranuiados y linfocitos en el endoneuro, sobre todo en aquellas dreas

donde el dafio fue mds importante, (Figura 13b).

3.4.3.3 Tincién de azul de toluidina
En estos cortes se observd la presencia de infiltrado celular consistente en

abundantes mastocitos desgranulados en el endoneuro, (Figura 13d).

3.4.3.4 Método de Marsland-Glees y Erickson

En estos cortes se observéd dafio axonal moderado consistente en zonas de
adelgazamiento altermadas con zonas abultadas y tortuosas incluso se observaron
axones interrumpidos. En otras dreas se observé la pérdida de los axones, (Figura

13¢).




Figura 13. Cortes de nervio cidtico de ratas Wistar con paresia (48 dias ddi).
a) Tincién H y E se observa infiltrado de mastocitos (<) y linfocitos
en el endoneuro (%k), ademds de linfocitos adheridos al endotelio
vascular (—). b) Método de Kliiver-Barrera se aprecia
desmielinizacién segmentaria e infiltrado de mastocitos (%) y
linfocitos en el endoneuro (%), ademds, de linfocitos adheridos al
endotelio vascular (—). ¢) Método de Marsland-Glees y Erickson se
advierte dano axonal que se manifiesta por la presencia de axones
tortuosos. d) Tincién de azul de toluidina, se observa infiltrado de
mastocitos principalmente desgranulados en el endoneuro (—). 40x.
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3.4.4 Etapa de Pardlisis (Grupo 58 dfas ddi)

3.4.4.1 Tincién hematoxilina y eosina

En esta etapa el dafio morielSgico en el nervio cidtico fue severo y consistié en
pérdida importante de las fibras nerviosas y vasodilatacidn. Ademds, se observ6 un
incremento en la cantidad de mastocitos desgranulados y de linfocitos endoneurales,

sobre todo en aquella dreas que mostraron més dafio, (Figura 14a).

3.4.4.2 Método de Kliiver-Barrera

Se observé desmielinizacion segmentana en grandes dreas del nervio, pérdida
importante de fibras nerviosas, macrovacuolizacidn y vasodilatacién. También se
aprecid la presencia de infiltrado de mastocitos principalmente desgranulados y

linfocitos en el endoneuro y en el perineuro, (Figura 14b).

3.4.4.3 Tincién de azul de toluidina
En estos cortes se identificd y confirmé la presencia de mastocitos

desgranulados, tanto en el endoneuro como en el perineuro del nervio cidtico, (Figura

14d).

3.4.4.4 Método de Marsland-Glees y Erickson

Se observé pérdida axonal muy importante, los axones presentes mostraron
grandes zonas de adelgazamiento con tendencia a desaparecer, en otros sitios se
observan tramos de axon contraidos, también se observaron axones tortuosos y

gruesos, (Figura 14c),




Figura 14. Cortes de nervio cidtico de ratas Wistar con paralisis (58 dias ddi).
a) Tincién H y E se aprecia infiltrado de mastocitos (%) y linfocitos
(—). b) Método de Kliiver-Barrera se observa desmielinizacion
severa e infiltrado de mastocitos (*F) y linfocitos (—*). ¢) Método
Marsland-Glees y Erickson, se advierte dafio axonal severo. d)
Tincion de azul de toluidina se nota un aumento en la cantidad de
mastocitos desgranulados en el endoneuro (). 40x

59




3.4.5 Etapa de Recuperacion (Grupo 112 dias ddi)

J.4.5.1 Tinciéon hematoxilina y ¢osina
Se observd recuperacién de [a morfologia normal del nervio, sin embargo,
persisti6 la vasodilatacién y la presencia de abundaates mastocitos desgranulados. Es

importante mencionar que no se encontraron linfocitos, (Figura 15a).

3.4.5.2 Método de Kliiiver-Barrera

Se observé remielinizacién de las fibras nerviosas a tal grado que son casj
indistinguibles del nervio cidtico control sin tratar. Persistid la vasodilatacidn v la
presencia de abundantes mastocitos desgranulados en el endoneuro y perineuro del

nervio cidtico, no asi la presencia linfocitos, (Figura 15b).

3.4.5.3 Tincién de azuol de toluidina
Con esta tincidn se identificé la presencia de abundantes mastocitos
principalmente desgranulados tanto en el endoneuro como en el perineuro del nervio

cidtico, (Figura 15d).

3.4.5.4 Método de Marsland-Glees y Erickson
Se observé recuperacidn axonal de los nervios cidticos, sin embargo se presentaron
en algunas zonas dafio residual caracterizado por 4reas de adelgazamiento axonal,

(Figura 15c).




Figura 15. Cortes de nervio cidtico de ratas Wistar en la etapa de recuperacion
(112 dias ddi). a) Tincién H y E se observa recuperacién de la
morfologfa normal del nervio cidtico. b) método de Kliiver-Barrera,
se aprecia remielinizacién e infiltrado de mastocitos (%¥). ¢) Método
Marsland-Glees y Erickson se advierte regeneracién axonal y dafio
residual en algunas zonas (=). d) Tinci6én de azul de toluidina se
observan mastocitos desgranulados principalmente (=). 40X
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3.5 CUANTIFICACION DE MASTOCITOS Y ANALISIS ESTADISTICO DE

LOS RESULTADOS

La cuenta de mastocitos se realizé en los cortes de nervio cidtico teilidos con
azul de toluidina, asi como, con €l método de Kliiver-Barrera, para esto se establecié
un 4rea de tejido de 2.87 mm? que fue similar para cada una de las tinciones. Los
resultados obtenidos se evaluaron estadisticamente por medio de las pruebas de
ANOVA, la prueba Kolmogorov-Smimov para una muestra, ademds de pruebas
post-hoc de comparacion miiltiple scglin en el procedimiento de diferencia

significativa minima (LSD) de Fisher.

3.5.1 Grupo Control

La cuenta de mastocitos endoncurales en este grupo de ratas se realizé bajo
condiciones ya descritas en el punto 3.5. Ya finalizado el conteo de mastocitos
endoneurales no desgranulados y desgranuiados, se obtuvo la cantidad de mastocitos
totales por mm® (mastot/mm?), asi como la cantidad de mastocitos desgranulados por
mm’ (mastdes/mm?) y su porcentaje en relacién con la cantidad de mastot/mm? de
cada una de las muestras de nervio cidtico, Para la evaluacidn de los resultados se
obtuvo el promedio y la desviacidn estindar de las tres variables de 1uterés como se

muestra en la tabla IX.
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Mastocitos
Endaneurales

desgranulados

1
2
3
4
5
6
7
Yy

Tabla IX. Cuantificacién y relacién de mastocitos endoneurales no desgranulados y
desgranulados por mm’ en el nervio cidtico de ratas control sin tratar.

En la tabla se pueden observar los resultados obtenidos para cada una de las
muestras analizadas, después de realizar los cdlculos antes descritos se obtuvo un
promedic de 13.46 * 4.08 mastotmm’, de estas células el 56.93 £ 1534 %
presentaron desgranulacion, que corresponde a 7.44 + 2.63 mastdes/mm?, el error
estandar de la media que s la medida de la vanabilidad en el muestreo para estas
variables fue de 1.44 y de 0.928 respectivamente. El rango alrededor de la media
para los mastot/mm? fue de {0.05 — 16.87 y para los mastdes/mm’ fue de 5.24 - 9.63

con un intervalo de confianza del 95%.




El andlisis estadistico que muestra la distribucién de los resultados se resume

en la tabla 1Xa.

N
Parfimetros Normales *® Media
Desviacion Estdndar

Extremo Mayor Absoluto

Diferencias Positiva
Negativa

Kolmogorov-Smirnov Z

Sig. Asymp. (2 colas)

a.  La prueba de distribucion es normal
b. Calculada a partir dc los datos
¢. Mastocitos desgranulados

‘Tabla IXa. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra,

3.5.2 Etapa Sin Neuropatia (Grupo 24 dias ddi)

La cuenta de maslocitos endoneurales en este grupo de ratas se realizd de
acuerdo a las condiciones descritas en el punto 3.5 y 3.5.1. Se contaron los
mastocitos endoneurales tanto no desgranulados como desgranulados y los resultados

se mueslran en la tabla X,
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Mastocitos Endonearales Mastocitos
Area desgranulados Desgranulados
observadna
N 0N T I () R
239

574 162 42 204 3554 2059 732

| M~ o Ak W R e

- -
-

-
L )

J0.29

12.70

Tabla X. Cuantificacidon y relacion de mastocitos endoneurales no desgranulados y
desgranulados ¢n el nervio cidtico de ratas durante la etapa sin neuropatia (24 dias
ddi),

En la tabla se observa la en [a cantidad promedio de mastocitos totales es de
33.47 = 8.27 mastot/mm?, donde ¢l 39.29 * 12.70 % de estas células se encuentran
desgranuladas lo que es igual a 12.6 = 3.93 mastdes/mm® Ademds puede observarse
que ¢l 60.71 £ 12.7 % de estas células se encuentran no desgranuladas lo que

corresponde a 20.87 + 8,61 mastnd/mm®.
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El error estdndar de la media para los mastot/mm? fue de 2.29 y para los
mastdes/mm? de 1.09. El rango airededor de la media para mastot/mm? fue de 28.47
—38.46 y para los mastdes/mm? fue de 10.22 — 14.97 con un intervalo de confianza

del 95%. El andlisis estadistico de distribucion de los resultados se resume en la tabla

Xa.

a. La pruchba de distnbucicn ¢s normal
b. Calculada a partir de Jos datos
c, Mastocilos desgranulados

Tabla Xa. Prueba de Kalmogorov-Smimoy para una muestra.

3.5.3 Etapa de Paresia (Grupo 48 dias ddi)
La cuenta de mastocitos endoneurales en este grupo de ratas se realizé de
acuerdo a las condiciones descritas en el punto 3.5 y 3.5.1. Los resultados para esta

ctapa se resumen ¢n la tabla XI.
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Desgramulados
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Tabla XI. Cuantificacién y relacion de mastocitos endoneurales no desgranulados y
desgranulados en el nervio cidtico de ratas durante la etapa de paresia (438 dias ddi).

En la tabla puede observarse la cantidad promedio de mastocitos endoneurales
es de 319 *+ 6.79 mastot/mm?® donde el 62.71 + 10.82 % de los mastot/mm* se
encuentran desgranulados 10 que corresponde a 19.73 + 4.15 mastdes/mm®. El error
estdndar de la media para mastovmm?® y para mastdes/mm? fue de 1.96 y de 1.2
respectivamente, asi mismo, el rango alrededor de la media para mastot/mm? fue de
27.58 — 36.22 y para los mastdes/mm2 fue de 17.09 - 22.37 con un intervalo de

confianza del 95%.
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El andlisis estadfstico de distribucidn de los resultados se resume en la tabla

Xla.

N
Parfimetros Normales™ Media
Desviacion Esténdar

Extremo Mayor Absoluto

Diferencias Positiva
Negativa

Kolmogorov-Smirnov Z

Sig. Asymp. (2 colas)

a. La prueba de distribucidn es normal
b. Calculada a partir de los datos
€. Mastocits desgrunulados

Tabla XIa. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra.

3.5.4 Etapa de Parilisis (Grupo 58 dias ddi)

La cuenta de mastocitos endoneurales en este grupo de ratas se realizé bajo las

condiciones descritas en ¢l puato 3.5 y 3.5.1 Los resultados para esta etapa se

resumen en la tabla X11.
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Mastocitos Mastocitos
Area Endoneurales Desgranulados
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desgranulados Total o’ |
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Tabla XII.Cuantificacién y relacién de mastocitos endoneurales no desgranulados y
desgranulados por mm’ en el nervio cidtico de ratas durante la etapa de pardlisis
(58 dias ddi).

En la tabla puede observarse que la cantidad de mastocitos endoneurales es de
32.88 + 10.49 mastot/mm?, donde el 65.51 ¢ 11.75% de los mastocitos se encuentran
desgranulados lo que es igual a 21.57 + 836 mastdes/mm’. El error estdndar de la
media para mastot/mm? y para mastdes/mm? fue de 3.16 y de 2.52 respectivamente.

El rango alrededor de la media para los mastot/mm?® fue de 25.83 ~ 39.92 y para los

mastdes/mm? fue de 15.96 - 27.19 con un imtervalo de confianza del 95%.
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El andlisis estadistico de distribucidén de los datos se resume en (a tabla Xila.

N
Parimetros Normales ** Media
Desviacion Estandar

Extremo Mayor Absoluto

Diferencias Positiva
Negativa

Kolmogorov-Smirnov Z

Sig. Asymp. (2 colas)

a. La prucba de distribucidn es normal
b. Calculada a partir de los datos
¢. Mastocilos desgranulados

Tabla X1Ia. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra.

3.5.5 Etapa de Recuperacién (Grupe 112 dias ddi)

l.a cuenta de mastocitos endoneurales en este grupo de ratas se realizé byjo las

condiciones descritas en el punto 3.5 y 3.5.1. Los resultados encontrados en este

grupo se resumen en la tabla XI1L
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Mastocitos
Endoneurales
desgranulados

Tabla XIII. Cuantificacion y relacion de mastocitos endoneurales no desgranulados y

desgranulados por mm® en el nervio cidtico de ratas durante la etapa de
recuperacion (112 dias ddi).

En la tabla puede observarse que la cantidad de mastocitos endoneurales es de
40.5 + 7.47 mastot/mm®, donde el 65.51 + 10.6% de los mastocitos totales se
encuentran desgranulados lo que es igual a 28.15 + 7.02 mastdes/mm?®. El error
estdndar de la media fue de 2.82 y de 2.65 para mastot/mm’® y para mastdes/mm?*
respectivamente. El rango alrededor de la media para los mastot/mm? fue de 33.6 —
47.4 y de 21.66 — 34.65 para los mastdes/mm® con un 95% de confianza. El andlisis

estadistico de distribucién de los datos se resume en la tabla X[[{a.



Kolmoagorov-Smirnov Z
Sig. Asymp. (2 colas)

a. La prueba de distribucion es normal
b. Calculada a partir de los datos
<. Mastocitos desgranulados

Tabla Xllla. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra.

3.5.6 Resumen de resultados de la cuantificacién de mastocitos en mervio de
ratas durante las diferentes etapas de la polineuropatia y de las ratas

control sim tratar

En la tabla XIV se muestran la cantidad promedio por etapa de mastocitos
endoneurales totales, no desgranulados y desgranulados por mm?, as{ como también

sus respectivos porcentajes con respecto del promedio total de estas células.



6.02 =2.57 43.07 = 15.34 744 = 2.63

20.87 £8.61 60.71 = 12.69 12.6 £3.93
12.17 £ 5.36 3729+ 1082 1973 £4.15
1131 53 3449+ 1175 21.57T+836 6551 +11.75 §32.88+10.5

12352 4.64 30.49+ 10.60 28.1527.02 695121060 §40.5 = 747

Tabla XIV. Resumen de los resultados de la cuantificacién de mastocitos en las diferentes
etapas de la polineuropatia por K. humboldtiana.

La representacion gréafica de estos resultados se muestra en la figura 16.

mastot/mm’*
45

| a0

35

10
5
O L

Control 24dias = 48dias S8dias = 112dias
Sin Paresia Pardlisis Recuparacién
Neuropatia
Figura 16. Representacién grafica de la cantidad de mastocitos totales por mm® en nervio

cidtico de ratas tratadas en las diferentes etapas de la neuropatia y en las ratas
control sin tratar.

B o8
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En la figura 17 se comparan los mastocitos no desgranulados y desgranulados

por mm” en las diferentes etapas de polineuropatfa y en el grupo control sin tratar.

. =
/"-/

20 /a

15 Y —-O—mustnda‘mmz S
//./ \.\—"/‘ —#—mastdes/mm

10

i

Figura 17. Relacién de mastocitos no desgranulados y desgranulados/mm’ en las

diferentes etapas de la polineuropatia causada por el fruto de la K.
humboldtiana y en las ratas del grupo control sin tratar.

El andlisis estadistico para determinar la influencia del género de las ratas sobre
los resultados de las variables de interés para todas las etapas se muestra en la tabla

XV.

Dentro de los

Tabla XV. Prueba de ANOVApara determinar la influencia del género de las ratas sobre
los resultados.
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3.6 CUANTIFICACION DE LINFOCITQS Y ANALISIS ESTADISTICO DE

LOS RESULTADOS

La cuenta de linfocitos endoneurales se llevd a cabo cortes de nervio cidtico
tefiidos con ¢l método de Kliiver-Barrera (azul luxol) en un ére;a de 2.0 a 3.0 mm? del
tejido. Los resultados obtenidos se evaluaron estadisticameute para determinar si hay
diferencia de resultados atribuibles al género de las ratas mediante la prucba de
ANOQVA, su distribucidn de evalué por la prueba de Kolmogorov-Smirnov para una
muestra y las pruebas post-hoc de comparacidn miiltiple se realizaron segin en el

procedimiento de diferencia significativa minima (LSD) de Fisher.

3.6.1 Grupo Control

La cuantificacién de linfocitos endoneurales en este grupo de ratas se realizd
bajo las condiciones descritas en ¢l punto 3.6. Ya finalizado el conteo de linfocitos
endoneurales, se obtuvo la cantidad de linfocitos totales por mm* de cada una de las
muestras analizadas, posteriormente se abtuvo el promedio y la desviacién estdndar

como se muestra en la tabla XV,
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Area Observada mm’
2.0

2.2

Do Touie
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Tabla XVL. Cuantificacién de linfocitos endoneurales en el nervio cidtico de ratas
control sin tratar,

Como se aprecia en la tabla en este grupo no se encontraron linfocitos en el nervio

cidtico y por esta razén no fue posible {a realizacién de la prueba de distribucidn.

3.6.2 Etapa Sin Neuropatia (Grupo 24 dfas ddi)
La cuantificacion de hinfocitos endoneurales en este prupo de ratas se realizd
bajo las condiciones descritas en ¢l punto 3.6 y 3.6.1. En la tabla XVII s¢ presentan

los resultados para este grupo.




Area Observada mm’ JLinfocitos Totales
2.56 41

Tabla XVII. Cuantificacidn de linfocitos endoneurales en el nervio cidtico de
ratas durante [a etapa sin neurcpatfa (24 dias ddi}.

En la tabla se muestra que la cantidad de linfocitos preseates en el endoneuro
es de 10.09 + 7.36. El error estindar de la media fue de 2.0] y ¢l intervalo para la
media fue de 5.7-14.48 linfocitos/mm® con un 95% de confianza. El andlisis

estadistico de la distribucidn de los resultados se resumen en la tabla XVIla.
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Sig. Asymp. (2 colas)

a. La prueba de distribucidn ¢s normal
b. Culculada a partir de los dalos

Tabla XVIIa. Prucba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra,

3.6.3 Etapa con Paresia (Grupo 48 dias ddi)

La cuenta de linfocitos endoneurales en est¢ grupo de ratas se realizé bajo las
mismas condiciones ya descritas en el punto 3.6 y 3.6.1. Los resultados para esta

etapa se muestran en la tabla XVIIL.
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Tabla XVIIIL. Cuantificacion de linfocitos endoneurales en el nervio cidtico de ratas
durante {a etapa de paresia (48 dias ddi}.

En la tabla puede observarse que la cantidad de linfocitos endoneurales es de
2532 x 12.96 linfocitos/mm®. El error esténdar de la media fue de 3.74 y el intervalo
alrededor de la media de 17.09 — 33.56 linfocitos/mm? con un intervalo de confianza
del 95%. E! andlisis estadistico de distribucién de los datos se resume en la tabla

XVIla
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Diferencias

Kolmogorov-Smirnov £
Sig. Asymp. (2 colas)

a. La prucba de distribucidén es normal
b.  Calculwla 4 partir de los datos

Tabla XVIIIa. Prueba de Kolmogorav-Smirmoy para una muestra.

3.6.4 Etapa de Paralisis (Grupo 58 dias)

La cuenta de linfocitos endoneurales en este grupo de ratas s¢ realizé bajo las
mismas condiciones ya descritas en el punto 3.6 y 3.6.1. Los resultados para esta

etapa se muestran en la tabla [XX.
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Tabla IXX, Cuantificacidén de linfocitos endoneurales en el nervio cidtico de ratas
durante {a ctapa de pardlisis (58 dias ddi).

En la tabla puede observarse la cantidad de linfocitos presentes en e endoneuvro
del nervio cidtico el cual es de 56.19 + 38.51 linfocitos/mm?. E! error estdndar de la
media fue de 11.61 y ¢l intervalo de la media con un 95% coanfianza fue de 30.32 -
82 .06 linfocitos/mm®. El an4lisis estadistico de distribucidn de los datos se resume en

Ia tabla [XXa.




Kolmogorov-Smirnoy Z
Sig. Asymp. (2 colas)

a.  La pruebu de distribucién s nonmal
b. Calculada a partir de los datos

Tabla IXXa. Prueba de Kolmogorov-Smimov para una muestra.

3.6.5 Etapa de Recuperacion (Grupo 112 dias)

La cuenta de linfocitos endoneurales en este grupo de ratas se realizé bajo las
mismas condiciones ya descritas en el punto 3.6 y 3.6.1. Los resultados para esta

etapa se muestran en la tabla XX.

R Ot mot
2,25 4 1.78

244 2.87

Tabla XX, Cuantificacién de linfocitos endoncurales en ¢l nervio cidtico de ratas
durante |a etapa de recuperacidn {112 dias ddi).
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En la tabla puede observarse que [a cantidad de linfocitos presentes en el
endoneuro del nervio cidtico fue de 1.03 = 1.33 linfocitos/mum?. El andlisis estadistico de

distribucién de los daios se resume en la tabla XXa.

N
Pardimetros Normales *° Media

Desviacion Estandar,
Extremo Mayor Absoluto
Diferencias Paositiva
Negativa
Kolmogorov-Smirnov Z
Sig. Asymp. (2 colas)

a. La prueba de distribucion es normal
b, Calculada a partir de los datos

Tabla XXa. Prueba de Kolmogorov-Smimov para una muestra.

3.6.6 Resumen de los resultados de Ia cnantificacién de linfocitos en nervio
de ratas duraate las diferentes etapas de la polineuropatia y de las
ratas control sin tratar

En la tabla XXI se muestra la cantidad promedio por etapa de linfocitos

endonecurales por mar’.

Control 0.00
Etapa sin nevropatia (24 dias ddi) 10.09 + 7.26

Etapa de paresia (48 dias ddi) 2532 £12.96
Etapa de pardlisis (58 dias ddi) 56.19 x 33.51
Etapa de recuperacion (112 dias ddi) 1.03 + 1.33

Tuabla XXI. Resumen de la cuantificacion de linfocitos en las diferentes etapas
de la polineurcpatia por K. Aumboldtiana.



La representacién grifica de los resultados se puede observar en la figura 18.

Linfocitos/mm’*
80
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Control 24 dias 48 dias 58 dias 112 dias
Sin Paresia Pardlisis Recuparacién
Neuropatia

Figura 18. Representacion gréfica de la cantidad de linfocitos/mm? en el nervio cidtico
de ratas tratadas durante las diferentes etapas de la polineuropatia causada
por la K. humboldtiana.

El anélisis estadistico para determinar la influencia del género de las ratas sobre
los resultados de las variables de interés para todas las etapas se muestra en la tabla

XXII.

Tabla XXII. Prueba de ANOVA para establecer si el género de las ratas influyen en
los resultados obtenidos.
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3.6.7 Relacién de mastocitos y linfocitos por mm’ en nervio cifitico durante las

diferentes etapas de la polineuropatia

En la figura 19 se muestra la representacién grifica de los resultados obtenidos

para estos dos tipos celulares.

4
B mastot/mm
B linfocitos/mm

24 dias 48 dias 58 dias 112 dias
Sin Paresia Parédlisis Recuparacion
Neuropatia

Figura 19. Relacién de Mastocitos/mm’ y Linfocitos/mm’ en las diferentes etapas de
la polineuropatia causada por la K. humboldtiana en ratas Wistar.

3.7 IDENTIFICACION DE LINFOCITOS POR INMUNOHISTOQUIMICA

Se realizé la identificacién de linfocitos presentes en el nervio cidtico de ratas
tratadas en las diferentes etapas de la polineuropatia por inmunohistoquimica con
peroxidasa, de acuerdo al método previamente descrito en la seccién 2.2.6, se observé
que estas células expresan la molécula CD4 en su superficie. Los resultados se muestran

en la figura 20.



