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RESUMEN

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

Titulo
EVALUACION HISTOLOGICA DEL ENCEFALO Y MEDULA ESPINAL EN UN
MODELO DE POLINEUROPATIA CAUSADA POR EL FRUTO DE Karwinskia
humboldtiana EN RATA WISTAR.

Area de estudio: Morfologia

Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con Orientacion Terminal
en Morfologia.

Propésito y Método de Estudio:

El fruto de Karwinskia humboldtiana (Kh) 3-4 semanas después de su ingestion produce una
polineuropatia similar a la del sindrome Guillain-Barré, cuya severidad es proporcional a la cantidad
de fruto ingerido. Tanto en la intoxicacién aguda como en la crénica, se han descrito alteraciones
morfolégicas en el nervio periférico; sin embargo se ha dejado de lado el estudio del Sistema
Nervioso Central (SNC) durante la intoxicacion crénica. Por lo tanto, consideramos que, la
evaluacion del SNC puede contribuir al entendimiento de los mecanismos responsables de la
alteracién motora, que aun son desconocidos. Por lo anterior, se consider6 de suma importancia
estudiar diferentes areas del SNC relacionadas con la funcion motora, en un modelo animal de
polineuropatia téxica causada por el fruto de Kh, el cual reproduce las diferentes etapas de la
polineuropatia que se presenta en el humano. En este modelo, se administré fruto molido de Kh a
ratas Wistar (3.5 g/Kg en dosis fraccionadas via oral). Se proces6 el cerebro, cerebelo, puente y
médula espinal hasta su inclusién en parafina. Los cortes de estos bloques se tifieron con
Hematoxilina-Eosina, Violeta de Cresilo, Kluver-Barrera, Marslan-Glees-Erickson y TUNEL. Se
evaluaron los cambios morfolégicos y morfométricos en el SNC de grupos de ratas de las diferentes
etapas de la polineuropatia: grupo control (1), sin neuropatia (ll), con paresia (lll), con paralisis (V) y
con recuperacion (V).

Conclusiones y Contribuciones:

Este es el primer reporte en el que se describen alteraciones de diferente magnitud en neuronas,
axones y vainas de mielina, de regiones de importancia motora del SNC, a lo largo del desarrollo de
la neuropatia causada por la intoxicacion con el fruto de Kh y del proceso de recuperacion. Estos
datos, son de gran ayuda para caracterizar mejor el modelo animal y proporcionan una mayor
comprension de este tipo de polineuropatia, ademas, nos permiten iniciar una investigacion objetiva
de los factores que conducen a estas alteraciones y posteriormente a la busqueda de un posible
tratamiento.

IRECTOR DE TESIS

Dr.élulio sﬁzpﬂlveda Saavedra
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CAPITULO 1

1.1. Introduccion y Antecedentes.

Karwinskia humboldtiana (Kh), mejor conocida como tullidora, coyotillo o
capulin tullidor, es un arbusto venenoso de la familia de las Rhamnaceae que se
encuentran distribuidas extensamente en México, América central y sur de
Estados Unidos (Femandez 1992).

El fruto de Kh tres a cuatro semanas después de ser ingerido accidental o
experimentalmente, produce en humanos y animales una polineuropatia cuyo
cuadro clinico esta caracterizado por paralisis flaccida, simétrica, progresiva y
ascendente, sin embargo, en los casos graves puede ocurrir la muerte; si el
paciente sobrevive, se recupera en forma progresiva hasta su restablecimiento
total (Bermudez 1995, Arellano1994, Martinez 1994). Actualmente, existen casos de intoxicacion
accidental en el humano que son diagnosticados errbneamente, debido a que el
cuadro clinico de esta polineuropatia se confunde con el de la poliomielitis y el
Sindrome de Guillain-Barré, entre otras patologias similares (castilio 1920, Arellano 1994,
Segovla 1972, Bustamante 1978, Puértolas, 1984, Bermudez 1986, Bermudez 1995, Ocampo 2007). A través del
tiempo, en un intento por elucidar los mecanismos involucrados en el desarrollo
de la intoxicacién, cuyo cuadro clinico principal es la paralisis ascendente; se han
realizado trabajos experimentales que en su gran mayoria se han orientado al
estudio del sistema nervioso periférico (SNP) y donde se describe a la
desmielinizacién segmentaria como alteracién principal en nervios periféricos de

miembros inferiores (Escobar 1965, Chariton 1970, Mufioz 1979, Mufioz 1983, Bermudez 1986, Salazar 2006).

Existen en la literatura Unicamente tres reportes en animales de
laboratorio intoxicados de forma aguda con Kh, en los que se describen en forma
general las alteraciones en la médula espinal, corteza cerebelosa, puente,

corteza motora e hipocampo, a tiempos muy cortos post-intoxicacidn (padren 1951,

Padron 1956, Ortiz 1992). Durante la intoxicacion aguda, los animales desarrollan
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rapidamente la paralisis y mueren a los pocos dias, esto no permite que se
desarrolle el cuadro clinico descrito anteriormente, por lo que no es posible

observar y estudiar el proceso de recuperacién como ocurre en el humano.

En un trabajo previo se generé un modelo de polineuropatia toéxica al
administrar a ratas Wistar 3.5 g/Kg del fruto completo maduro, seco y molido de
Karwinskia humboldtiana, fraccionado en 5 dosis por via oral, lo cual logré
reproducir en las ratas, cada una de las etapas clinicas de forma similar a las
que se han descrito en el cuadro clinico que presentan los humanos cuando no
mueren. Las etapas clinicas se clasificaron en los grupos de ratas de la siguiente
manera: sin neuropatia (Il) al dia 24, con paresia (lll) al dia 48, con paralisis (IV)
al dia 58 y con recuperacién (V) al dia 112. Ademas en este trabajo, se demostro
la presencia de desmielinizacibn segmentaria y alteraciones en el grosor y
continuidad de los axones en el nervio cidtico de ratas intoxicadas en las
diferentes etapas de la polineuropatia, inclusive en el grupo de ratas con
recuperacion. Las lesiones en el SNP sugieren una posible alteracion de estos
mismos componentes, asi como de cuerpos neuronales pero en el SNC (salazar
2006). Por lo tanto, a partir del mismo modelo se obtuvieron muestras del sistema
nervioso central (SNC), lo cual permitié realizar una evaluacién sistematica de
diversas regiones de importancia motora, por medio de técnicas histologicas y
morfométricas, que sirvieron para identificar los cambios morfolégicos que
ocurren durante el transcurso de la neuropatia, para poder comparar la

morfologia de éstos tejidos en relaciéon a las observaciones en el SNP, y lograr

una caracterizacién mas completa del modelo animal de polineuropatia tdxica.




Evaluacién Histolégica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de N
Polineuropatia Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. F1is! 0] Ogli a

1.2. Justificacion.

Debido a que no existen estudios que describan las alteraciones del SNC
en la intoxicacion crénica con el fruto de Kh, se consideré importante evaluar la
presencia de alteraciones morfoloégicas causadas en las células y en tractos
nerviosos de regiones del encéfalo y médula espinal de ratas, durante cada una
de las etapas de la polineuropatia producida por Kh, para contrastar los datos
obtenidos en este estudio del SNC con los ya reportados en el SNP, y contribuir

asi a la comprensidn y caracterizacion de esta polineuropatia.

1.3. Hipétesis de trabajo.

En la intoxicacién crénica con el fruto de Kh se producen alteraciones en
regiones de importancia motora del encéfalo y médula espinal que pueden

contribuir al desarrollo de la polineuropatia periférica.

1.4. Objetivo general.

Evaluar la morfologia de células y tractos nerviosos de regiones del

encéfalo (corteza motora, corteza cerebelosa y puente) y médula espinal, para

establecer si existe relacidn entre las alteraciones del SNC y SNP.
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1.5. Objetivos especificos.

A partir de muestras colectadas de las ratas que se utilizaron para el desarrollo
del modelo animal (salazar 2006), se obtuvieron muestras del cerebro, cerebelo,

puente y médula espinal, en las que se realizaron los siguientes objetivos:

1. Evaluar la morfologia de las neuronas y tractos nerviosos de la corteza

motora, corteza cerebelosa, puente y médula espinal, tanto en ratas
intoxicadas como en ratas contro\.

2. Determinar el nimero y area de las neuronas de la capa piramidal interna y
externa de la corteza motora, neuronas de Purkinje de la corteza cerebelosa y
neuronas de los nucleos vestibulares, en ratas intoxicadas con fruto molido

administrado via oral y en ratas control.

3. Evaluar la presencia de apoptosis en corteza motora, corteza cerebelosa,
puente y médula espinal en ratas intoxicadas con fruto molido administrado

via oral y en ratas control.

4. Contrastar los datos obtenidos entre el SNC y SNP.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS.

2.1. Modelo animal de intoxicacion cronica.

El material utilizado en este estudio se obtuvo de los animales (ratas)
analizados en el desarrollo del modelo animal de intoxicacion crénica con el fruto
de Kh reportado por Salazar y cols. (2006). De manera breve: se intoxicaron ratas
Wistar ambos géneros por via oral con el fruto maduro de Kh (dosis total de 3.5
g/Kg administrada en forma fraccionada, los controles solo recibieron agua), se
analizaron grupos de 5 animales de cada una de las etapas clinicas de la
polineuropatia toxica manifestada en las ratas, de la siguiente manera: grupo sin
neuropatia (ll, dia 24), grupo con paresia (lll, dia 48), grupo con paralisis (IV, dia

58) y un grupo con recuperacion (V, dia 112), asi como un grupo control (1).

2.2. Obtencién de muestras y métodos de tincion.

Las ratas de los diferentes grupos se sacrificaron por dislocacion cervical,
inmediatamente después se obtuvieron las muestras provenientes de la médula
espinal, puente, cerebelo y cerebro. Estas regiones del SNC fueron fijadas en
formalina al 10% en buffer de fosfatos e incluidas en parafina para microscopia
de luz. Posteriormente se obtuvieron cortes de tejido de 10 um de grosor. Estos
cortes fueron tefidos con hematoxilina-eosina (HE. ciil 1974), violeta de Cresilo
(VC. Einarson 1932), KlUver-Barrera (KB. kiuver 1953), Marslan-Glees-Erickson (MGE.

Marsiand 1954) ¥ para la técnica de TUNEL (Gavrieli 1992).
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2.3. Morfometria.

El analisis morfométrico se realizé en grupos de cinco ratas. Para cada
region del SNC se realizaron dos cortes de 10 um de grosor, con una separacion
de 30 um entre cada corte. Los cortes se tifieron con HE y VC, posteriormente se
montaron en laminillas. Se observaron a 40x y se obtuvieron imagenes digitales
de alta resolucién por medio de un Microscopio Nikon eclipse 50i con un
analizador de imagen Digital Sight dDS-2Mu. Para cada corte, se contaron las
células de interés en tres zonas diferentes seleccionadas en forma aleatoria, se
obtuvieron los valores promedio, la desviacién estandar y se sometieron a un
analisis de varianza, seguido por una prueba de Tukey, para lo cual se utiliz6 el
software estadistico SAS (sas 1998), con un nivel de significancia de P < 0.05..

2.4. Analisis de la corteza motora.

Se describieron y se cuantificaron las neuronas piramidales internas y
externas localizadas entre la posicion Bregma 0.84 mm a 2.04 mm, de acuerdo
con las coordenadas estereotaxicas descritas por Paxinos (paxinos, 2005) (Fig. 1).
Para la cuantificacion se seleccioné un area de 100x150 pm (1.5 mm?) y a partir
de ésta se midieron 20 areas consecutivas. Todas las neuronas dentro de los

campos fueron consideradas para la medicion. Ademas, se analizaron los tractos

nerviosos en la sustancia blanca.
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2.5. Analisis del cerebelo.

Para la medicion se consideraron las neuronas de Purkinje (CP) de la
corteza cerebelosa localizadas entre la posicion Bregma -12.0 mm y -13.08 mm
(Paxinos, 2005) (Fig. 1). Se selecciond el primer campo y a partir de este se midieron
los campos subsecuentes hasta completar una longitud total de 3000 um sobre

la linea de CP.

2.6. Analisis del puente.

Se analizaron las neuronas de los nucleos vestibulares, asi como los
tractos nerviosos corticopontocerebelosos, localizados en la posicion Bregma -
9.0 a -10.08 mm (Paxinos 2005) (Fig. 1). Se selecciond un area de 100150 um (1.5
mm?) y a partir de ésta se evaluaron areas subsecuentes; todas las neuronas

fueron consideradas para la cuantificacion.

2.7. Anélisis de la médula espinal.

Se analizaron las astas anteriores de la médula espinal, debido a que en
éstas se encuentran las neuronas motoras que son de interés para este estudio.

Se realizaron observaciones en la médula, a diferentes niveles seleccionados al

azar (cervical, toracica y lumbar).
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2.8. Evaluacién de apoptosis.

Para evaluar la presencia o ausencia de apoptosis en cada region, se
utilizé el kit Trevigen®, de acuerdo con las instrucciones del mismo. éste detecta
la fragmentacién de DNA al afiadir uridin-trifosfato biotinilado marcados en los
extremos 3’'OH libres del DNA mediante la enzima deoxinucleotidil transferasa
terminal (TDT), que son reconocidos por un anticuerpo antiestreptavidida unido a

peroxidasa, el cual es revelado por H;O,-diaminobencidina (Gavrieii 1992). Las

muestras se analizaron mediante microscopia de luz.
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CAPITULO 3

RESULTADOS.

3.1. Observaciones en la corteza motora.

En el grupo control (I) la morfologia de las capas piramidales externa e
interna, de cortes tefiidos con HE, mostraron neuronas normales y tincién palida,
asi como un neur6pilo normal de apariencia homogénea (Fig. 2 y 3 A). Las
alteraciones en los diferentes grupos de ratas se presentaron de manera focal.
En el grupo sin neuropatia (ll), las neuronas, se observaron con un patron de
tincion basdfilo (Fig. 2 y 3 B). En los grupos con paresia (Ill) y con paralisis (IV),
se presentd una coexistencia de neuronas basofilas y eosindfilas (Fig. 2C y D,
3C) y finalmente, en el grupo de ratas con recuperacién (V), la mayoria de las
neuronas presentaron una tincién eosindfila (Fig. 2E, 3D y E). La permanencia
de neuronas con ambas tinciones en las capas piramidales mostré diferencia,
debido a que en la capa piramidal externa sélo se observé esta coexistencia en
el grupo con paresia (lll), mientras que en la capa piramidal interna se observo
tanto en el grupo con paresia (lll) como en el grupo con paralisis (IV). Ademas,
en ambas capas piramidales de los grupos sin neuropatia (Il), con paresia (lIl) y
con paralisis (IV), se hicieron presentes neuronas retraidas, con la presencia de
halos o espacios en los contornos de las neuronas piramidales (Fig. 2 y 3 B-D).
Por ultimo, el neurépilo también se vio alterado, este pierde su aspecto uniforme
y homogéneo, que se observa en el grupo control (l) (Fig. 2 y 3 B-D). Estas
alteraciones, siguieron presentes en el grupo de ratas recuperadas (V), aunque
atenuados. Ademas, no se observd la presencia de cuerpos apoptdsicos, ni
positividad al TUNEL en los grupos de ratas intoxicadas (Fig. 14).
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Morfometria. Se realiz6 un estudio morfométrico para determinar el
numero de neuronas y el volumen celular, en los diferentes grupos de ratas
intoxicadas y del grupo control (I) (Fig. 4). Estadisticamente no se obtuvieron

diferencias significativas (p>0.05).

En cortes impregnados con plata, se observaron en el grupo control (1),
tractos de axones definidos, paralelos y organizados, con pequefios espacios
regulare entre tracto y tracto (Fig. 5A). En los grupos sin neuropatia (Il), con
paresia (lll) y con paralisis (IV), se observaron cambios progresivos
caracterizados por la pérdida del trayecto lineal e irregularidades en el grosor de
los axones, asi como por espacios de mayor tamano entre ellos (Fig. 5 C a D),
estas alteraciones, también se observaron aunque en menor grado en el grupo
con recuperacion (V) (Fig. 5E). Por otra parte, los oligodendrocitos en el grupo
control (I) y sin neuropatia (Il), se observaron alineados y paralelos a los tractos
nerviosos, conforme avanzé la polineuropatia, se observd una disminucién
aparente en la cantidad de oligodendrocitos (no cuantificados) y una distribuicion
al azar (Fig. 5 C a D).

Al examinar la sustancia blanca tefida con KB, el grupo control (I)
presentd la morfologia se caracterizé por la uniformidad y continuidad de este
componente. En los grupos posteriores a la intoxicacion, es decir, desde el grupo
sin neuropatia hasta el grupo con recuperacion (Il al V, respectivamente), no se
observé pérdida de mielina, anicamente pérdida del trayecto regular de los
tractos nerviosos (Fig. 6). Los cambios también se ven reflejados en la
morfologia axonal en cortes impregnados con plata, donde se observé la pérdida

del trayecto regular que se presenta en el grupo control (I), y aparicién de

espacios cada vez mayores en los grupos de ratas intoxicadas.
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3.2. Observaciones en el cerebelo.

Los cortes de cerebelo tefiidos con VC del grupo de ratas control (l),
presentaron una estructura normal, la monocapa de neuronas de Purkinje (CP)
se ubicé entre la capa molecular (CM) y la capa granular (CG, Fig. 7A). En
cambio, todos los grupos de ratas intoxicadas, presentaron diferentes
alteraciones morfolégicas de manera focal. En el grupo sin neuropatia (Il) se
observaron principalmente células picnoéticas e hipercrémicas (Fig. 7B). En el
grupo con paresia (lll) se presenté cromatolisis caracterizada por: migracioén de
la sustancia de Nissl a la periferia, el nucleo claro y nucléolo acéntrico (Fig. 7C).
En el grupo con paralisis (IV), llamoé la atenciéon que un nimero considerable de
CP no se encontraban en su localizacion normal (Fig. 8A). Por otra parte, en la
CG se observaron células que pudieran corresponder a las CP (Fig. 7D). En este
mismo grupo se observé la presencia de gliosis, caracterizada por la presencia
de células gliales en los espacios anteriormente ocupados por las CP. Por ultimo,
en el grupo con recuperacion (V), se observaron CP con picnosis e
hipercromasia, zonas con gliosis (Fig. 7E), asi como también un mayor numero
de CP con caracteristicas morfolégicas normales y una aparente redistribucion a
lo largo de la linea de CP, comparadas con el resto de los grupos de ratas
intoxicadas (Fig. 8C). En ninguno de los grupos se observé la presencia de
cuerpos apoptésicos ni positividad al TUNEL (Fig. 14).

Morfometria. El andlisis morfométrico mostré en los grupos de ratas sin
neuropatia (ll), con paresia (lll), con paralisis (IV) y con recuperaciéon (V), una
disminucién progresiva en el nimero total de CP en comparaciéon con el nimero
de CP determinadas para el grupo control (l) (Fig. 8A, barra azul). Por otra parte,
a partir de estos resultados, se obtuvo el numero de CP con alteraciones
morfolégicas (Fig. 8A, barra roja), en los que se observé un aumento progresivo

de CP con alteraciones conforme se desarroll6 la polineuropatia toxica. Ademas,
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con base en las alteraciones morfoldgicas observadas, las CP se clasificaron de
la siguiente manera: N-lI, neuronas normales; N-ll, neuronas en fase de
cromatdlisis, N-Ill, neuronas retraidas e hipercrémicas y N-IV, neuronas
picnéticas (Fig. 8B). El analisis morfométrico revelé una disminucién progresiva
del numero de N-I que inici6 en el grupo control (I) y continué hasta el grupo con
recuperacion (lI-IV respectivamente). Al mismo tiempo se observdé un aumento
progresivo del numero de células N-Il, este incremento fue continud y progresivo
hasta el grupo con recuperacion (V). También se presentd un aumento
importante de N-lll, este se observé a partir del grupo sin neuropatia (Il), en el
grupo con paresia (lll) se detecté la mayor cantidad de N-IlI, y de manera gradual
disminuyd en el grupo con recuperacion (V). Finalmente las células N-1V fueron
las que se observaron en menor nimero, con aumento progresivo a partir del
grupo sin neuropatia (IlI), este persisti6 hasta el grupo con paralisis (IV) y

disminuy6 durante el grupo con recuperacion (V) (Fig. 8C).

3.3. Observaciones en el puente.

Los nucleos vestibulares y los tractos nerviosos fueron las zonas
analizadas en el puente, tanto en las ratas intoxicadas como en las ratas del
grupo control (). La arquitectura se deline6 en cortes tefiidos con HE, VC, KB,
MGE. Las neuronas observadas por microscopia de luz en el grupo control (1),
presentaron morfologia multipolar, con nicleo y nucléolo central, asi como con

una distribucién uniforme de la sustancia de Nissl en el cuerpo neuronal (Fig.
9A).

En los grupos sin neuropatia (ll) y con paresia (lll) se observaron cambios
morfolégicos caracteristicos de cromatélisis, los cuales consistieron en pérdida

de la morfologia multipolar, aumento del volumen celular, hipercromasia, asi e

12
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como compactacién y migracion de la sustancia de Nissl a la periferia, lo que
permiti® mejor definicion del nucleo y nucléolo (Fig. 9B y C). En el grupo con
paralisis (IV), se observé en la mayoria de las neuronas una aparente
disminucién de la hipercromasia y del volumen celular (Fig. 9D). La morfologia
del grupo recuperado (V) presenté mayor similitud con el control (I), sin embargo
persistieron células con aumento de volumen e hipercromicas en los nucleos
vestibulares (Fig. 9E). En ninguno de los grupos se observé positividad al TUNEL
(Fig. 14) ni cuerpos apoptésicos.

Morfometria. Después de realizar la cuantificacion de las neuronas y la
determinacién del volumen celular de acuerdo al método descrito, no se obtuvo
diferencia significativa (p < 0.05) entre los datos del grupo control () y los de los
grupos intoxicados (Fig. 10).

Al examinar los tractos corticopontocerebelosos en cortes del grupo
control (I) impregnados con plata, se observaron con arreglo lineal, paralelos
entre si, con espacios regulares entre los tractos, asi como axones con un grosor
uniforme (Fig. 11A). En el grupo sin neuropatia (1) se observé pérdida del arreglo
regular de los tractos nerviosos, ademas, axones aislados con segmentos mas
gruesos (Fig. 11B). En el grupo con paresia (lll), la desorganizacion de los
tractos nerviosos contintia y las dilataciones segmentarias se presentaron con
mayor continuidad y frecuencia (Fig. 11C). En el grupo con paralisis (IV), los
tractos nerviosos se observaron con pérdida del arreglo lineal (“zig-zag”), de tal
manera que entran y salen del plano de corte; ademas, los axones en su
mayoria presentaron engrosamientos a manera de varicosidades, (Fig. 11D). En
el grupo con recuperacion (V), se observd una aparente reorganizaciéon de los

tractos nerviosos, sin embargo persistieron las dilataciones segmentarias en la

mayoria de los axones (Fig. 11E).
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Al examinar los tractos corticopontocerebelosos tefiidos con KB para la
demostraciéon de la mielina, no se observé pérdida de ésta, sélo se confirmé la
alteracion del trayecto regular de los tractos ya descritos. En el grupo control (1)
se observaron tractos regulares (Fig. 12A). En el grupo sin neuropatia (ll) se
observé pérdida de la uniformidad (Fig. 12B), esta alteracion se incrementé
progresivamente en los grupos con paresia (lll) y con paralisis (IV) (Fig. 12 C a

D), y permanecié en el grupo de ratas con recuperacion (V) (Fig. 12E).

3.4. Observaciones en la médula espinal.

Por microscopia de luz, las neuronas motoras multipolares de las astas
anteriores del grupo control (I) presentaron una morfologia normal (Fig. 13A). El
grupo sin neuropatia (Il) mostré alteraciones caracterizadas por hipercromasia y
un aparente aumento de volumen de neuronas con pérdida de la morfologia
multipolar regular (Fig. 13B). En el grupo con paresia (lll) (Fig. 13C) las
alteraciones aumentaron, en el soma se observé aumento de volumen celular,
compactacion de la sustancia de Nissl y nacleo definido. En el grupo con
paralisis (IV), el dafio en las neuronas fue mas severo, se presenté el fenédmeno
de cromatdlisis, esto es: un mayor aumento de volumen, mayor compactacion y
migracién de la sustancia de Nissl hacia la periferia de la célula, esto permite que
el nucleo y el nucléolo se observen claramente (Fig. 13D). En las neuronas
motoras de las ratas recuperadas (V), la cromatélisis persiste (Fig. 13E). En

ninguno de los grupos se observé positividad al TUNEL (Fig. 14) ni cuerpos

apoptésicos.
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3.5. Evaluacion de apoptosis.

Se realiz6 la técnica de TUNEL para evaluar la fragmentacién de la
cromatina y poder determinar la presencia o ausencia del fenbmeno de
apoptosis, en las diferentes regiones del SNC en los grupos de ratas intoxicadas
y en el grupo control. La técnica resultdé negativa, lo que indicé que no existe
fragmentacion de la cromatina y por lo tanto no se puede considerar que haya

apoptosis en ninguna de las regiones evaluadas (Fig. 14).

3.6. Comparacion de datos entre el SNC y SNP.

En la figura 15 se muestran los datos comparativos entre los hallazgos en

el SNP y el SNC durante las intoxicaciones aguda y crénica con el fruto de Kh.

163657
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3.7. Figuras.

Cerebele : Puente
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Figura 1.

Coordenadas estereotaxicas para las regiones estudiadas en el encéfalo; las lineas y las
imagenes en azul, verde y roja corresponden a la corteza motora, puente y cerebelo
respectivamente (Paxinos 2005).
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FIGURA 2.

Cortes coronales de la corteza motora de rata (tincién con HE). Capa piramidal interna.
A: Grupo control (), muestra neuronas piramidales normales (%) y neurépilo normal (N).
B: El grupo sin neuropatia (ll) presenta neuronas con aspecto baséfilo (9), retraccion
(=) y neurdpilo esponjoso (N). C y D: Cortes representativos de los grupos con paresia
() y con paralisis (IV) se observa la coexistencia de neuronas eosindéfilas (») y
baséfilas (=), neuronas retraidas (=) y alteracién del neurépilo (N). E: El grupo con
recuperacion (V) sélo mostré neuronas eosinéfilas (») y disminucién del numero de
neuronas retraidas (—). Barra = 20 um.
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FIGURA 3.

Cortes coronales de la corteza motora de rata (tincion con HE). Capa piramidal externa.
A: Grupo control (I), muestra neuronas piramidales (%) y neurépilo (N) normales. B:
Grupo sin neuropatia (ll) se muestran neuronas baséfilas (), retracciéon de estas (=) y
desorganizacion del neurépilo (N). C: Grupo con paresia (lll), se observan neuronas
eosindfilas (») y basdfilas (@), neuronas retraidas () y alteracion del neurépilo (N). D:
Grupo con paralisis (IV), solo se observaron neuronas eosinéfilas y alteraciones
acentuadas en la retraccién neuronal (=) y en el neurépilo (N). E: El grupo con
recuperacion (V) sélo mostré neuronas eosindfilas (») y disminuciéon del nimero de
neuronas retraidas (). Barra = 20 um.
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Analisis morfométrico de neuronas de las capas piramidales. A y C: Valor promedio del
numero de neuronas por campo de la capa piramidal interna y externa respectivamente.
B y D: Valor promedio del area neuronal por campo de la capa piramidal interna y
externa respectivamente. Para ambos parametros de medicion no hay diferencia
estadistica significativa entre los grupos experimentales y el control. Prueba de Tukey,
P <0.05.
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FIGURA 5.
Cortes de la sustancia blanca de cerebro de rata (impregnacién con plata, MGE). A:
Grupo control (I), muestra axones de trayecto regular y paralelos entre si (%), con
algunos espacios entre estos (-»). Oligodendrocitos organizados (»).B: Grupo sin
neuropatia (Il), muestra pérdida del trayecto lineal regular y espacios mas acentuados
entre axones(=). Oligodendrocitos alineados (»). C y D: Grupos con paresia (lll) y con
paralisis (IV), contintia la pérdida del trayecto axonal con espacios mas evidentes ().
Aparente disminuciéon del nimero de oligodendrocitos y organizacion al azar (»). E:
Grupo con recuperacion (V), tractos con aparente regresion a la morfologia normal
aunque continuan algunos de los cambios mencionados (). Barra = 20 pm.
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FIGURA 6.

Cortes de sustancia la blanca de cerebro de rata (tincion con KB). A: Grupo control (1),
muestra la fibras con mielina bien definida, de trayecto lineal y agrupada en haces (%),
asi como espacios entre los tractos (#). B y C: Cortes representativos de los grupos sin
neuropatia (ll) y con paresia, (lll), muestra pérdida del trayecto lineal (%) de las vainas
de mielina, asi como espacios aumentados (#). D: Grupo con pardlisis (IV), se acentuan
las alteraciones descritas en vainas de mielina (%) y en los espacios (*). E:
Permanencia de la alteraciéon del trayecto lineal (%) en el grupo recuperado (V) con
espacios mayores (-»). Barra = 20 pm.
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FIGURA 7.

Cortes coronales de la corteza cerebelosa de rata (tincion con VC). A: Grupo control (1) ,
muestra CP organizadas entre la capa molecular (CM) y capa granulosa (CG). B: En el
grupo sin neuropatia (ll) se observaron CP hipercromicas (#). C: El grupo con paresia
(1) muestra CP en fase de cromatélisis (=). D: Grupo con paralisis (IV), ausencia de CP
entre la CG y CM (recuadro), células que parecen corresponder a CP en la CG (O) y
presencia de gliosis (=). E: Grupo con recuperacion (V), permanencia de CP alteradas
(?), presencia de CP aparentemente normales (») y presencia de gliosis (=) Barra = 20
pum.
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Andlisis morfométrico de las CP. A: Promedio de CP/3000 mm; muestra como las CP
totales tienden a disminuir significativamente y al mismo tiempo de forma significativa
aumentan las CP alteradas. Prueba de Tukey, P < 0.05. B: Clasificacién de los
diferentes aspectos morfolégicos de CP de acuerdo al grado de alteracion presentado:
N-I, normales; N-II, cromatdélisis; N-llI, hipercromicas y retraidas y N-1V, picnéticas. Barra
= 20 um. C: Analisis morfométrico de las CP de acuerdo a las diferentes morfologias
observadas. El nimero de CP N-lll en el grupo con paresia (lll), se invierte a N-Il en el
grupo con recuperacion (V). Prueba de Tukey, P < 0.05.
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Figura 9.
Cortes coronales del nicleo vestibular de rata (tincién con VC). A: Grupo control (I), se
observan neuronas normales multipolares (%) con diferente orientacién y plano de corte,
asi como el neur6pilo normal (N). B: Grupo sin neuropatia (ll), se observaron neuronas
hipercrédmicas (») y neuronas aumentadas de volumen (=) y pérdida de la morfologia
multipolar. Las neurofibrillas del neurépilo alterado se observan mas definidas. C y D: En
los grupos con paresia y con paralisis (lll y IV respectivamente) se observa cromatdlisis
(#) en neuronas y las alteraciones del neurépilo acentuadas (N). E: Grupo con
recuperacion (V), presencia de neuronas con diferente grado de alteracion,
hipercromicas(=) y aparentemente normales (»). Neur6pilo alterado (N). Barra = 20 um.
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Figura 10.
Analisis morfométrico de neuronas de los nucleos vestibulares. (A) Promedio del
numero de neuronas por campo y (B) Promedio del drea de neuronas por campo en
mm?®. Para ambos parametros de medicién no hay diferencia estadistica significativa
entre los grupos experimentales y el control. Prueba de Tukey, P < 0.05.
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Figura 11.
Cortes coronales del tracto corticopontocerebeloso de rata (impregnacién con plata,
MGE). A: Grupo control (I), axones de trayecto regular y paralelos entre si (¥), con
algunos espacios entre estos (#). B y C: Cortes representativos de los grupos
experimentales sin neuropatia (Il) y con paresia, (lll), muestran pérdida del trayecto
lineal, segmentos de axones aumentados de grosor (») y presencia de espacios de
mayor tamano entre los axones (). D: Grupo con paralisis (IV), axones varicosos (»)
con pérdida de su trayecto lineal de axones, aparentemente segmentados (=) debido a
que atraviesan el plano de corte. Espacios aumentados de tamaro (=). E: Grupo con
recuperacién (V), axones de trayecto lineal con segmentos engrosados (») y espacios
mas evidentes (=). Barra = 20 um.
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FIGURA 12.

Cortes coronales del tracto corticopontocerebeloso de rata (tinciéon con KB). A: Grupo
control (1), muestra la mielina bien definida, de trayecto lineal y agrupada en haces (%),
asi como espacios entre estas (). B y C: Cortes representativos de los grupos
experimentales sin neuropatia (Il) y con paresia, (lll), muestran pérdida del trayecto
lineal de las vainas de mielina (%), asi como espacios aumentados (-*). D: Grupo con
paralisis (IV), se acentlian las alteraciones descritas en vainas de mielina (%) y en los
espacios (). E: Grupo con recuperacion (V), permanencia de la alteracion del trayecto
lineal (%), con espacios mas evidentes (). Barra = 20 um.
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Figura 13.

Cortes transversales de las astas anteriores de la médula espinal de rata (tinciéon con
VC). A: Grupo control (I), se observan neuronas normales multipolares (%), asi como el
neurdpilo normal (N). B: Grupo sin neuropatia (ll), se observaron neuronas
hipercromicas (») y neuronas aumentadas de volumen () lo que provoca pérdida de la
morfologia multipolar. El neurépilo alterado se observa definido. C y D: En los grupos
con paresia (lll) y con pardlisis (IV) se observa cromatolisis en neuronas (=) vy las
alteraciones del neurépilo mas acentuadas (N). E: Grupo con recuperacion (V),
presencia de neuronas hipercromicas con morfologia multipolar (»). Neurépilo alterado
(N). Barra = 20 um.
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Figura 14.

Fotomicrografias representativas de las regiones analizadas del SNC para la evaluacion
de apoptosis. A: Control de técnica positivo, se observan los nucleos en color café
debido a la fragmentacion de la cromatina por nucleasa. B: Control de técnica negativo,
sin provocar la ruptura de la cromatina. C: médula espinal, grupo Ill. D: nucleo
vestibular, grupo Ill. E: corteza cerebelosa, grupo IV. F, G: capas piramidales interna y
externa repectivamente, grupo lll y H: corteza motora, sustancia blanca, grupo IV. Las
regiones analizadas del SNC tanto de los grupos experimentales como del control, no
mostraron positividad para la fragmentacion de la cromatina. Barra = 20 um.
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