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RESUMEN

Eduardo Mendeleev Becerra Verdin
Universidad Autdnoma de Nuevo Leén.
Facultad de Medicina.

Titulo CAMBIOS HISTOQUIMICOS Y
ULTRAESTRUCTURALES DEL NERVIO
CIATICO DE LA RATA CON INTOXICACION
CRONICA CON FRUTO MOLIDO DE
Karwinskia humboldtiana POR VIA ORAL

Area de estudio: Morfologia Candidato para el grado de Maestro en
Ciencias con Orientacién en Morfologia.

Propdsito y Método de Estudio: La intoxicacion con el fruto de Karwinskia humboltiana es
capaz de producir un cuadro clinico similar al de Guillain-Barré, que puede ser regresivo o
causar la muerte dependiendo de la cantidad ingerida. En estudios recientes se establecié un
modelo de polineuropatia toxica producido por este fruto, que reproduce todas las fases de la
lesion del nervio ciatico, en el cual se demostré la presencia de células cebadas (CC) y
linfocitos. En el modelo se intoxicaron ratas Wistar con el fruto de K humboltiana (dosis
fraccionada 3.5 g/Kg y controles tratados con agua), a diferentes tiempos (control; 24, 48, 58 y
112 dias), un total de 5 animales/grupo. Segmentos de nervios ciaticos se fijaron en parafina
para cuantificar CC/mm® y valorar los cambios histoquimicos mediante Azul de Toluidina (AT),
Azul Alciano/Safranina (AA/S), Acido Per-iodico Schiff (PAS) y Azul Alciano/PAS (AA/PAS), asi
como embebidas en Epon para su evaluacién ultraestructural, La cuantificacién con AT mostré
un aumento progresivo a partir del dia 48 post- mtmucacmn La prueba de Tukey revelé una
diferencia significativa para la deteccién de CC/mm? comparando el AT (10.46a) con AA/S
(8.34ab), PAS (3.95b) y AA/PAS (3.54b); con estas tinciones detectamos aminas
biégenas/heparina, mucopolisacaridos y mucinas acidas/neutras a los 0, 24, 58 y 112 dias. En
el dia 48 el AT revel6 un incremento de CC, con positividad a la heparina solamente. Al evaluar
la ultraestructura, observamos alteraciones en axones motores y vainas de mielina ya descritos,
ademas cambios de electrondensidad en axones sensitivos a partir del dia 24.

Contribuciones y Conclusiones: . En este estudio mostramos por primera vez los cambios
histocquimicos observados en los granulos de las células cebadas endoneurales, en esta
neuropatia periférica causada por K. humoldtiana, durante las diferentes etapas de la
polineuropatia. Esto sugiere la participacion activa de estas células en el proceso de
desmielinizacidn y remielinizacion del nervio ciatico. Ademas, los hallazgos ultraestructurales
observados en axones amielinicos, reportados por primera vez en esta investigacion, nos
sugieren que pudiera existir una alteracion neuronal en este proceso, ya que hasta ahora, las
cbservaciones se han enfocado a la vaina de mielina y a los axones motores.

DEL DIRECTOR DE TESIS

M.C.W Ph.D. Julio Sepulveda Saavedra
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Sistema Nervioso Periférico.

El sistema nervioso periférico (SNP) comprende todo el tejido nervioso
fuera del encéfalo y la médula espinal, esta formado por: grupos de células
nerviosas o ganglios, entrecruzamientos de fibras nerviosas o plexos y haces
de fibras nerviosas de recorrido paralelo bajo la forma de nervios motores y
sensitivos que estan conectados a la medula espinal, los cuales establecen la
red de comunicacién entre el sistema nervioso central y las diferentes

estructuras del organismo.

El SNP se divide en somatico que controla las actividades voluntarias y
en auténomo que se encarga de la reguilacion de las actividades involuntarias;
por lo tanto, su funcién principal es la de conduccion de informacion sensorial al
sistema nervioso central y de 6rdenes motoras a través de fibras nerviosas a los

érganos efectores como el misculo™.

Cada nervio periférico se encuentra formado por haces de fibras
nerviosas que transmiten informacion como impulsos nerviosos por medio de
axones de neuronas, los cuales a partir de 0.7 pm de diametro estan rodeados
por una vaina producida por diferenciacién y enrollamiento de la membrana
plasmética de células especializadas, conocidas como células de Schwann y
forman una estructura denominada vaina de  mielina®* que
ultraestructuralmente se observa como una membrana enrollada alrededor del
axon, su funcion es la de aumentar la velocidad de conduccion, ademas,
también se encuentran axones que carecen de vaina denominados amielinicos,
los cuales estan incluidos en el citoplasma de la célula de Schwann ® sin la

formacién de una vaina (Figura 1).
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Axon amielinico
Axdn mielinizado

Figura 1. Esquema que muestra la morfoiogia de los axones mielinizados y amielinicos.
1.2. Neuropatias Periféricas.

El término neuropatia se refiere a un proceso o afeccion inflamatoria y
degenerativa de uno o varios nervios, otro término utilizado en este tipo de
alteraciones es el de polineuritis, que se refiere a un sindrome que afecta al
sistema nervioso periférico, que tiende a ser simétrico, bilateral y de predominio

distal™®,

Cabe mencionar que las células de Schwann son vulnerables a dafios
por agentes quimicos y/o téxicos, entre otros®, Por lo tanto, cualquier alteracion
de la vaina de mielina puede conducir al desarrollo de una neuropatia periférica.
En sentido estricto, la neuropatia periférica incluye solo las formas de lesién no
inflamatorias, sin embargo, en sentido amplio se aplica a todo tipo de dano que

afecte al nervio.
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La clasificacion de la neuropatia puede ser de acuerdo a su localizacién
anatomica, por ejemplo. mononeuropatias, lesibn en un solo nervio;
polineuropatia lesion en varias areas y diversos nervios; neuropatia simétrica
afecta areas iguales en ambos lados del cuerpo; radiculopatia afecta a las
raices nerviosas; dependiendo del tipo de nervio afectado (motor, sensitivo o
auténomo); y por Gltimo segun su etiologia®. Aunque pueden ser muchos los
procesos patologicos que lesionan al nervio periférico, solamente se han
observado tres clases de dafio®®.

Desmielinizacion segmentaria: destruccién primaria de la vaina de mielina sin
dafio al axén, en la cual puede ocurrir remielinizacion y recuperacién completa;

el termino desmielinizacion secundaria se utiliza para describir

desmielinizacion en presencia de anormalidades axonales (Figura 2).

Figura 2. Esquema que muestra la apariencia de una fibra nerviosa integra (izquierda) y una
con desmielinizacién segmentaria (derecha).

Degeneracion axonal retrégrada: implica una alteracidn metabdlica de la

neurona que se manifiesta como muerte de la porcion distal del axon (Figura 3).

Figura 3. Esquema que muestra ia degeneracidn axonal retrograda



é h:sto'ogia

Degeneracion Walleriana: son modificaciones degenerativas del segmento

distal, ocurre cuando se secciona el axdn o se destruye la neurona; las células

de Schwann pueden proliferar y puede producirse regeneracion axonal (Figura

4).
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Figura 4. Esquema que muesira el proceso de degeneracion y regeneracion Walleriana.

Por lo tanto, los términos que se emplean para describir una serie de

procesos inflamatorios, no inflamatorios y/o degenerativos que afectan al

sistema nervioso periférico de formas muy diversas son: polineuropatia, neuritis,

polineuritis o poliradiculoneuritis.

La etiologia de estos procesos desmielinizantes puede deberse a varios

1,6,9-

factores'®%13 como:;

> Estados carenciales y trastornos metabdlicos (Ej. alcoholismo, diabetes).

» Estados infecciosos e inflamatorios (Ej. Sindrome de Guillian-Barre, difteria,

lepra, polio).

v V V V

1.3. Karwinskia humboldtiana.

Intoxicacion por metales (Ej. plomo, arsénico, talio).
Intoxicacion por medicamentos (Ej. vincristina, isoniacida).
Intoxicacion por sustancias organicas (Ej. acrilamida, monéxido de carbono).

Intoxicacion por plantas (Ej. Karwinskia humboldtiana).
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El género Karwinskia es un arbusto venenoso que pertenece a la familia
de las Ramnaceas, esta constituido por arbustos y arboles pequenos que
crecen en zonas tropicales y en areas desérticas, incluye alrededor de 15
especies de arboles y arbustos cuyo habitat natural se extiende desde el sur de
los Estados Unidos de América hasta el norte de Colombia, Cuba, Haiti y
Republica Dominicana. En la Repuablica Mexicana se han identificado alrededor

de once especies'*'®,

Karwinskia humboldtiana es conocida en México con los nombres de
“tullidora”, “capulin tullidor”, “coyotillo”, entre otros; crece como arbusto silvestre
y produce una drupa de color violeta oscuro cuando estd maduro, de medio a
un centimetro de diametro, de endocarpo lefoso, que encierra frecuentemente
dos semillas fértiles y dos abortadas, contiene una sustancia amarilla, soluble

en agua y un sabor dulce debido a su contenido de glucosa (Figura 5).

Figura 5. Fotografias que muestran el arbusto de Karwinskia humbolidtiana y su fruto en
diferentes estados de maduracién.

El fruto de Karwinskia humboldtiana es capaz de provocar parélisis en
individuos que la ingieren. El cuadro clinico de la intoxicacion con esta planta ha
sido tradicionalmente descrito como una paralisis flacida, simétrica, progresiva y
ascendente, se presenta dos a tres semanas después de la ingestion del fruto
de la “tullidora”, iniciAandose en las extremidades inferiores de donde asciende
progresivamente afectando a los segmentos superiores del cuerpo, hasta
presentarse parélisis bulbar que puede ocasionar la muerte'>'?_ g;j | Individuo
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presentarse parélisis bulbar que puede ocasionar la muerte'®'?, Sj el Individuo
afectado sobrevive, la recuperacion se hace paulatinamente, en forma
espontédnea, desapareciendo la pardlisis en orden inverso al de aparicién,
lentamente hasta obtenerse recuperacion funcional completa; en promedio el
periodo de recuperacién es de un afio, existen variaciones individuales entre
los diferentes casos en lo que se refiere a duracién, gravedad y extensién de la
pardlisis. El cuadro clinico presenta cierta similitud con el de la poliomielitis,
Guillain-Barré y los cuadros de poliradiculoneuritis debidos a otras causas, ya
que la paralisis por “tullidora’ ademas es flacida, pero realizando un anélisis

clinico cuidadoso permite establecer el diagnéstico diferencial.

El principio téxico se localiza principaimente en la semilla del fruto, de
donde se han exitraido diversas toxinas denominadas en base a su peso
molecular como: T-496, T-514, T-516 y T-544, de las cuales se ha observado
que es la T-544 la que produce paralisis y recientemente se ha descrito que la
T-514 también tiene este efecto a largo plazo después de ser administrada'®4?

(Figura 6).

OoH O QOH oM OH o
H
T-514
T-496 Pulrén 0
Diarrea ° Higado
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OCH0H o
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T-516

Figura 6. Estructuras quimicas de las diferentes toxinas extraidas del fruto de Karwinskia
humboldtiana, su efecto y/u drgano en que causa alteraciones.
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1.3.1. Reportes Clinicos de Intoxicaciones.

Los efectos tdxicos de esta planta los describié por primera vez
Francisco Xavier Clavijero'. En México se han publicado diversos trabajos en
donde se describen observaciones clinicas o experimentales sobre los efectos
paralizantes de la Karwinskia humboldtiana. Entre esas publicaciones destaca
el excepcional trabajo clinico de Castillo®, los estudios del Instituto Médico

I41-43

Nacional” ™, las investigaciones experimentales de Eliseo Ramirez y la Dra.

Rivero en el Instituto de Salud y Enfermedades Tropicales* y los trabajos de

Padrén y Velasquez en San Luis Potosf,'"*

Castillo® describe la intoxicacién de 106 soldados en donde menciona
haber practicado tres autopsias en las que al realizar el examen macroscoépico
menciona solo ligera disminucion del volumen de algunos nervios periféricos”
sin haber encontrado “lesiones visibles en la méduia, meninges o cerebro y
concluyd, basandose en le estudio clinico, que seguramente se trataba de una
polineuritis toxica y no de lesiones de la médula espinal, ya que los enfermos
que se curaban mostraban una recuperacion funcional completa y los muy
graves fallecian debido a lesiones de los nervios de origen bulboprotuberancial,
como sucede en otras polineuritis. Por otra parte, Segovia® report6 el caso de
un paciente en el cual el diagndstico de polineuritis se efectué por el
antecedente de la ingestion de la fruta de Karwinskia humboldtiana, asi como
por el cuadro tipico de paralisis simétrica, progresiva, ascendente y por el
estudio del liquido cefalorraquideo, siendo corroborada la lesion del nervio
periférico mediante el estudio electromiografico,. Bustamante? reporta otro
caso de intoxicacidn por el mismo fruto, a este paciente se le diagnosticé
cuadriparesia flacida con arreflexia globar, paresia de los musculos
intercostales y diafragmaticos. En otro caso, Bermldez' la intoxicacién de una
familia en donde 10 de sus 13 miembros murieron, se diagnosticd una

polirradiculoreuritis por desmielinizacién segmentaria.
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1.3.2. Experimentos Realizados con Toxinas Purificadas.

En estudios experimentales realizados con la toxina purificada, Mitchell®®
realizé un estudio con las toxinas T-496 y T-544 aisladas del endocarpo del
fruto del coyotillo e inyectadas en el nervio cidtico de ratas; reporté que ambas
producian una neuropatia periférica en la que predominaba una
desmielinizacién segmental y en cortes histolégicos mencioné que habia
fagocitosis no solo por macréfagos sino también por las células de Schwann.

Mufoz?*

en otro experimento realizado en gatos con extractos de Ila
semilla, concluye que la paralisis producida por las toxinas de la “tullidora” es el
resultado tanto del blogueo de la conduccién de los impulsos nerviosos como
de la denervacién muscular; por otra parte sugiere que la implicacién de los
nervios motores en la neuropatia experimental por tullidora y la preservacién de
sensacién somatica en cuadriplejia de nifios intoxicados accidentalmente, estan
relacionados con la distribucion de los diametros axonales en nervios

periféricos.

Bermidez?® al intoxicar ratones con la T-544 describi6 alteraciones en
nervios periféricos, ademas en los animales que sobrevivieron cinco dias o
més, presentaban alteraciones de las ldminas de mielina, sin infiltrado

inflamatorio en este tejido.
1.3.3. Experimentos Realizados con el Fruto Completo.

Por otra parte en estudios experimentales pero en intoxicaciones con el
fruto completo se han descrito alteraciones diferentes a la realizadas con las
toxinas aisladas. Del Pozo'®, llev a cabo una serie de estudios fisiolégicos que
le permitieron comprobar que en los animales paralizados existian alteraciones

claras en la conduccién de los nervios periféricos; inicid un estudio sistematico
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de los diferentes aspectos de la intoxicacién por Karwinskia humboldtiana, asi
como aspectos neuropatoldgicos, los cuales se continuaron por Alfonso
Escobar y Dionisio Nieto'' que describen una incoordinacién motora del tren
posterior a los seis u ocho dias de administrada la semilla a gatos y ratas, los
cuales rapidamente presentaban una parélisis flacida, que ascendid
progresivamente  hasta afectar las extremidades anteriores en
aproximadamente 48 a 72 horas; en el estudio microscopico de nervios
periféricos reportaron 4areas de degeneracion mielinica, abundantes e
irregularmente distribuidas entre los haces de fibras, localizadas en uno o varios
segmentos internodales en una misma fibra nerviosa, alternando con tramos de
mielina normal, las células de Schwann mostraban proliferacién y en ocasiones,

la vaina de mielina estaba totalmente desintegrada.

Charlton®®*#  también reporté las lesiones observadas en las fibras de
nervios periféricos de cabras intoxicadas experimentalmente con el mismo fruto;
la neuropatia periférica observada la describi6 como una desmielinizacion
segmental y degeneracién Walleriana con lesiones que ocurren primero y mas
frecuentemente en las células de Schwann; la degeneracién Walleriana se
observé mas marcada en cabras con altas dosis y los sitios de estas
observaciones fueron sobre nervios mas distales a la medula espinal; el analisis
con ultraestructura demostré hinchazén de las células de Schwann,
degeneracién mitocondrial, deplecién de glucégeno, deshilachamiento de la
vaina de mielina, desmielinizacibn segmental y degeneracién Walleriana;
ademas de que esos resultados sugieren primero un dafio mitocondrial en las

células de Schwann, perjudicado el transporte activo.

Por otra parte Mufioz®® reporté un estudio con gatos intoxicados con una
dosis Unica de fruto molido administrado directamente en el tubo gastrico,
encontrd dafio motor entre tres y seis semanas después de intoxicados, a nivel
ultraestructural describié una intensa desmielinizacion de los axones motores,

rodeados por células de Schwann alteradas, las cuales frecuentemente



ﬁastaiogla

mostraban la membrana basal engrosada; ademas Mufioz, al compararse con
los controles, las células de Schwann mostraban un citoplasma mas
electrodenso e hinchado; también encontré que algunas células de Schwann
mostraban un citoplasma con abundantes vesiculas envueltas con membrana
que contenian estructuras parecidas a mielina; los axones al desmielinizarse
mostraban algunos cuerpos electrodensos y mitocondrias alteradas. Estas

alteraciones fueron reportadas también por Kazuko® en un experimento similar.

Por otra parte Salazar®' en su tesis doctoral, realizé una contribucion
importante al desarrollar un modelo animal de polineuropatia, intoxicando ratas
Wistar con una dosis fraccionada del fruto completo de K. humboldtiana,
logrando reproducir las alteraciones similares a las desarrolladas en humanos y
que denomind como: sin neuropatia, paresia, paralisis y recuperacion a los 24,
48, 58 y 112 dias pos-intoxicacion respectivamente. En cortes histolégicos de
nervio ciatico describié una desmielinizacién segmentaria, alteraciones en el
axon, participacion de anticuerpos IgG contra proteinas de la mielina, presencia
de infiltrado inflamatorio que correspondia a linfocitos y células cebadas; estas
células presentaban un comportamiento particular en donde los linfocitos se
presentaban después de la intoxicacion, aumentaban progresivamente hasta la
etapa de paralisis y disminuian drasticamente en el periodo de recuperacion, a
diferencia de las células cebadas que se encontraban como residentes
normales del nervio ciatico y posterior a la intoxicacién su numero se
incrementaba y mantenia hasta la etapa de paralisis, durante la recuperacién la
cantidad de células incrementaba nuevamente; ademas, reporté desgranulacién
de células cebadas durante cada una de las etapas desarrolladas en el modelo
animal y con esto propuso la intervencién del sistema inmune en este proceso

patolégico.
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1.4. Las Células Cebadas.

Las células cebadas son un tipo celular presente en todos los
vertebrados,*3® griginalmente fueron identificados debido a la propiedad
metacromatica que muestran sus granulos frente a colorantes basicos®,
propiedad que se debe a que los granulos de estas células almacenan
glucosaminoglucanos sulfatados (GAG's)*. Estas células son mejor conocidas
por su papel en la hipersensibilidad, participan en las reacciones alérgicas o
anafilicticas, y cuentan con receptores con una alta afinidad para las
inmunoglobulinas IgE. Al activarse y desgranularse pueden liberar diversas
sustancias mediadoras vasoactivas y proinflamatorias ademas de GAG’s como
aminas biogénicas, quimiocinas, enzimas, factores de crecimiento, péptidos,
proteoglicanos*® (Tabla 1).

Tabla 1. Muestra algunos mediadores y su efecto fisiolégico secretados por células cebadas.

Mediadores
primarios

Efectos fisiologicos

Mediadores
primarios

Efectos fisiolégicos

Aminas bidgenas
Adranalng,

Dopamina
Hestamina

Serotonma

Enzimas
Arisuifatasas

Carboxipeptid asa
A

Quimasa

Fosfolipasas
Trptasas
imiogi

IL-8. MCP-1, MCP-
3. WCP-£ RANTES

« Neuromadulacion

. Vasodil‘atmén.
angwgénesis,
mio génesis y dolor.
» VVasoconastriccon y
dolor.

» Hidroksis de llipdos
y proteoghcanos.

* Procesamiento de
peéptiios.

« Dafio tsular. dotor,
sintss de
angwtensing 1,

» Generacion de acide
ATAGUIIG ICO .

2 Daflo tsular,
nfiamacion y dolor.

» Quimioatraccion

Fact. de crecimiento

CSF. GIA-CSF. b-
FGF. NGF

Péptid
Fact. Cuimotactcos

Fact. Lib. de Corbicot.

Endorfias
Ciminas
Somatosatatina
Sustancwa P
Péptde intestina
vasgacteo

lican
Heapanna
Condrotin sulfatoe

Acxo hialuron ico

» Crecimmento celular.

Infitracion de
leucocitos.

» Vasodiatacion &
nflamacion.

x Analgesia.

» Vasod latacion y dolor

= Antanfiamatorio.

v Inflamacion y dolor.
\Vasod iatacion

s Anticoagulante,
Antinflamatorio,
estabilzador NGF.
AnRQIo G&N &S Y
estab izador NGF.

» Sintess de t&) do
conectvo

1"
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Recientemente se han reportado nuevas moléculas a la lista de
compuestos presentes en los granulos de las células cebadas: el Factor de
crecimiento Neuronal (NGF)*; el Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase
Il (MHC-1)*%; | tactor de células madre (SCF)S5'5? ademas de ARN y
ARNm,**** 1o que confirma la inmensa complejidad funcional de estas células.

Otros autores™ 7 reportan que las proteasas (quimasa y triptasa) son
capaces de degradar las proteinas de la mielina, ademas, que la proteina
basica de la mielina (PBM) es capaz de favorecer la desgranulacién de las
células cebadas, sugiriendo que son capaces de contribuir en el dafio a la

mielina.

Existen reportes en donde ya se habia encontrado asociacién de las
células cebadas con las terminaciones nerviosas®. Por otra parte, algunos
reportes que describen las evidencias anatémicas de la asociacién entre células
cebadas y nervios en mamiferos, especialmente en tracto digestivo,
respiratorio, genital y en la piel,%>¢®

1.5. Experimentos en Neuropatias por otras Causas.

Estudios experimentales de neuropatias por otras causas, han sefialado
que los macréfagos y las células de Schwann juegan un papel importante en la
degradacién y remocion de la mielina; algunos datos que han sido reportados

37,38
y

Latker®, revelaron que después de un dafio, las células cebadas se acumulan y

relacionan a las células cebadas con la degeneracién Walleriana®*®. Olson
desgranulan en el nervio periférico.

Esposito®® reporta la presencia de células cebadas en una neuropatia
provocada al seccionar el nervio braquial de ranas; en esta investigacion

ademas de determinar el tamano y el nimero total de estas células, también

utilizd diferentes técnicas histoquimicas para la detecciéon de algunos

12
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mediadores en estas células. En sus resultados describe un aumento del
ndmero de células cebadas/mm? aumento de tamafio y desgranulacion,
eventos seguidos a la seccidn del nervio, ademas, diferentes caracteristicas
histoquimicas en los granulos de estas células cebadas durante el transcurso
de la degeneracion Walleriana y regeneracion del nervio; con estos resultados
sugiri6 que las células cebadas podrian jugar un papel importante en el
mecanismo de degeneracién y regeneracion por medio de la secrecion de

moléculas que se difunden.

Por lo tanto, con la informacion obtenida se pretende en esta
investigacién, al contribuir al conocimiento de la participacién de las células
cebadas y continuar con la caracterizacién de este tipo de polineuropatia en el

modelo animal desarrollado por Salazar®'.

13
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1.6. JUSTIFICACION.

Se considera de gran importancia analizar mediante técnicas
histoquimicas la participacién de las células cebadas en cada etapa de la
neuropatia desarrollada en el modelo animal, asi como también, llevar a cabo
un estudio ultraestructural del axén, células de Schwann, vaina de mielina y
elementos celulares asociados; para contribuir a la caracterizacién de este tipo

de neuropatia.

1.7. OBJETIVO GENERAL.

Contribuir al conocimiento de la participacién de las células cebadas en
la neuropatia causada por el fruto de las plantas del género Karwinskia, y a la
descripcién de los cambios ultraestructurales de vainas de mielina, axones y
células de Schwann y elementos celulares asociados, en el modelo animal

desarrollado por Salazar (2003).

14



1.8. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar la participacién de las células cebadas en las distintas etapas de la
neuropatia toxica causada por K. humboldtiana, por medio de técnicas
histoquimicas, asi como cuantificar los cambios observados y compararlos

estadisticamente entre los grupos y el control.

2. Describir y comparar los cambios histoldgicos presentes en el nervio ciatico
en cortes semifinos, en las etapas desarrolladas en el modelo animal de

neuropatia téxica (control, sin neuropatia, paresia, paralisis y recuperados).

3. Evaluar mediante microscopia electronica de transmision los cambios
presentes en los axones, vainas de mielina, células de Schwann y
elementos celulares asociados a nervio ciatico, en cada una de las etapas

desarrolladas en el modelo animal de neuropatia toxica.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS
2.1. Equipo Utilizado.

Balanza analitica OHAUS.

Potencidometro Orion Research modelo 601 A / digital ionalyzer.
Placa caliente Corning Hot Plate Stirrer PC-351.

Estufa eléctrica Equiphos S.A.

Refrigerador supermatic® modelo 0803.

Campana de extraccion.

Microtomo American Optical Corporation.

Bano de flotacién con control de temperatura Lipshaw MFG. CO.
Centro de inclusion Tissue Embedding Center Tissue Tek II.
Ultramicrotomo RMC MT-X.

Cuchilla de diamante Diatome.

Preparador de cuchiilas LKB BROMMA 7800 KnifeMaker.
Microscopio estereoscépico American Optical Corp. modelo 569.
Microscopio de luz de campo claro EAGLE modelo CM240.

Estuche de diseccién.

Microscopio electrénico de transmisiéon modelo EM109 de Carl Zeiss.
Sistema Millipore® desionizador y purificador de agua mili-Q, con cartuchos de
intercambio i6nico de carbén vy filtros de ésteres de celulosa (poro 0.22 um)
biolégicamente inertes.

Camara digital Sony Cybershot DSC-P72.

Computadora personal.

2.2. Reactivos Utilizados.

Reactivos utilizados para microscopia de luz: paraformaldehido, PBS,

alcohol etilico, xilol, parafina, isopropanol, azul de toluidina, acido acético,

16
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acetato de sodio, acido clorhidrico, acido per-iédico de Schiff, metabisulfito de
sodio, hematoxilina, azul alciano, safranina, suifato de amonio férrico y resina

sintética {(entellan).

Reactivos utilizados para microscopia electronica de transmision:
glutaraldehido, hidroxido de sodio, cacodilato de sodio, tetradxido de osmio,
nitrato de uranilo, resinas epoxicas, azul de toluidina, borato de sodio, acetato
de uranilo, citrato de plomo, acido picrico, paraformaldehido y acido clorhidrico.

2.3. Material Biolégico Utilizado.
El material para esta investigaciéon se obtuvo del modelo animal con neuropatia

téxica inducida experimentalmente por Karwinskia humboldtiana desarrollado
por Salazar® (Figura 7).

e —e— S
Administracién
via oral

-

Dosis fraccionadas

del fruo molido 3.5 g/Kg

Ratas Wistar ambos
sexos peso 19525 g.

Tratado
con agua

24 Dias
Sin Neuropatia

112 Dias

Recuperacion

48 Dias 58 Dias

Control
Paresia Paraiisis

Nervio ciatico

Figura 7. Desarrollo del modelo animal realizado por Saiazar™'.
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El modelo animal se desarrollé de la siguiente manera. Se utilizaron ratas
Wistar de ambos sexos, con un peso promedio de 195 + 25 g y fueron
distribuidas en lotes de cinco animales como minimo (n = 5), los cuales previo
ayuno de seis horas recibieron por v.0. mediante una sonda esofagica, una
dosis fraccionada del fruto molido de 3.5 g/Kg (1 dosis 1.5g9/Kg + 4 dosis 0.5
9/Kg administradas individualmente dos veces por semana) en suspension
acuosa de concentraciéon 0.2 g/mL. Todos los animales se mantuvieron bajo
condiciones estandar de laboratorio, ciclo luz-oscuridad de 12 horas,
temperatura 22 °C y recibieron agua y alimento completo, balanceado y libre de
antibidticos ad libitum. En total se formaron 5 grupos experimentales (Tabla 2)
incluyendo el tratamiento Contro! al cual no se le administré el fruto: Control (dia
0), Sin Neuropatia (24 dias), Paresia (48 dias), Pardlisis (58 dias) vy
Recuperados (112 dias). Los nervios cidticos se disecaron y una parte de los
fragmentos fueron fijados en glutaraldehido (Apéndice A) y se incluyeron en
resinas epdxicas (Apéndice D); la otra parte de los fragmentos se fijaron en
paraformaldehido al 4% (Apéndice E) y posteriormente se incluyeron en
parafina (Apéndice F).

Los bloques en parafina y en resinas epdéxicas, se separaron por etapas
de la intoxicacién y a partir de estos se desarrolld la presente investigacion.

Tratamiento \
(fruto molido de expg;:";"':ales T('gi':;"
K. humboldtiana)
Sin tratamiento Control 0
1 dosis 1.59/Kg + 4 Sin Neuropatia 24
dosis 0.5 g/Kg Paresia 48
administradas —
individualmente dos Paralisis 58
veces por semana Recuperados 112

Tabla 2. Tratamiento de los grupos experimentales.

18
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2.4. Diseno Experimental.

El diseno empleado en este experimento fue el denominado
completamente al azar, en donde los tratamientos (tiempo 0, 24, 48, 58 y 112
dias de transcurso de la neuropatia), con 5 repeticiones cada tratamiento dieron
un total de 35 unidades experimentales (ratas Wistar). En el que las
observaciones pueden ser representadas por el modelo estadistico lineal

Yjj = p+dj+ef
Donde: u : es el efecto medio verdadero
1 . es el efecto verdadero del j-ésimo tratamiento
¢ : es el efecto verdadero de la j-ésima unidad experimental sujeta

al i-ésimo tratamiento.

2.5. Distribucioén de Grupos Experimentales.

Los grupos experimentales se distribuyeron de la siguiente manera;

) Bloques de parafina: Se utilizaron en total 25 bloques de parafina, 5
bloques por grupo para cada una de las siguientes etapas: Contro/ (dia 0), Sin
Neuropatia (24 dias), Paresia (48 dias), Paralisis (58 dias) y Recuperados (112
dias). Se obtuvieron cortes mediante microtomia, 5 laminillas/bloque teniendo
un total de 100 laminilias.

> Bloques de resinas epdxicas: Se utilizaron en total 15 bloques de resinas
epdxicas, de los cuales por una parte se obtuvieron cortes semifinos (3
laminillas/bloque) y cortes finos (2 rejillas/bloque) mediante ultramicrotomia, en

cada una de las etapas, teniendo un total de 45 laminillas y 30 rejillas.
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2.6. Variables a Evaluar y Procesamiento de Muestras.

Las variables a evaluar y los procesos que se realizaron a los cortes
obtenidos de los bloques de parafina y a los cortes obtenidos de la inclusién en

resinas epdxicas, se realizaron como se describen a continuacion.
2.6.1. Muestras en Bloques de Parafina.

Los cortes obtenidos de los bloques de parafina se utilizaron para
cuantificar las células cebadas y valorar los cambios histoquimicos de sus
granulos de secrecion durante el transcurso de la degeneracion y regeneracion

del nervio cidtico en las etapas ya mencionadas.

Los cortes se desparafinaron (Apéndice G) y posteriormente se les

realizaron las siguientes técnicas histoquimicas para la evaluacion de variables:

A) Variable CC/mm? completas o desgranuladas: para la evaluacion
de esta variable se utilizd la técnica histoquimica de azul de toluidina (AT), que
identifica la poblacidn total de células cebadas endoneurales completas o
desgranuladas en base a su tipica metacromasia de los granulos secretores, la

cual contrasta a las células con un color azul oscuro (Apéndice H).

B) Variable CC/mm? con contenido de mucopolisacariodos: para la
evaluacidon de esta variable se utilizd la técnica histoquimica de acido per-
iodico de Schiff (PAS), que identifica con diferentes tonalidades de color
magenta a los mucopolisacaridos en los granulos de las células cebadas,
especificamente la heparina (Apéndice I), la cual es una molécula que tiene

efecto anti-inflamatorio y es un estabilizador del factor de crecimiento neural.
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