


UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE 
NUEVO LEÓN 

FACULTAD DE MEDICINA 

EVALUACIÓN HISTOLÓGICA DEL ENCÉFALO Y MÉDULA ESPINAL 

EN UN MODELO DE POLINEUROPATÍA CAUSADA POR EL FRUTO 

DE Karwinskia humboldtiana EN RATA WIST AR. 

PRESENTA 

M.C. EDUARDO MENDELEEV BECERRA VERDÍN 

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE 

DOCTOR EN CIENCIAS CON ORIENTACION TERMINAL 

EN MORFOLOGIA 

NOVIEMBRE 2008 



1sto og1a 

EVALUACIÓN HISTOLÓGICA DEL ENCÉFALO Y MÉDULA ESPINAL 

EN UN MODELO DE POLINEUROPATÍA CAUSADA POR EL FRUTO DE 

Karwinskia humboldtiana EN RATA WIST AR 

Presentado por: 

M.C. Eduardo Mendeleev Becerra Verdín 

Este trabajo se realizó en el Departamento de Histología, bajo la dirección 

del Dr. Julio Sepúlveda Saavedra, así como en el Departamento de 

Farmacología y Toxicología, bajo la ca-dirección de la Dra. med. Ma. 

Victoria Bermúdez Barba y la Dra. Martha Elizabeth Salazar Leal, en la 

Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León . 

Co;.Oi rectora 

FIRMAS 

Dr. Julio 
epúlveda Saavedra 

Ca-Directora 

~~ ¿/¡ &:J.- ct~ be~ 
Salazar Leal 



AGRADECIMIENTOS 

A mi Dios y mi Virgen de Guadalupe, por brindarme su protección en todos los 
sentidos durante todos y cada y uno de los días de mi existencia. 

A la Familia Rodríguez Aguayo y todos los miembros que directa o 
indirectamente la conforman y a quienes considero también mi familia, por 
participar en una gran parte de mi formación en todos los aspectos, pero 
principalmente como persona. 

Al Dr. Julio Sepúlveda Saavedra, por aceptarme en su línea de investigación y 
sobre todo por la confianza que ha depositado en mí, así como por el apoyo 
moral y académico brindado para sacar adelante este trabajo. 

A las doctoras: Viky, Martha, Raquel y Odila, por apoyarme con su valioso 
tiempo, sus ideas y por darle un toque distinguido a esta trabajo. 

A mis amigos y compañeros del posgrado, Adolfo, Diana, Blanca, Jaime, 
Humberto, Cristian, Arnulfo, Cecilia, Laura, Marcos, Araceli, Viviana, Marichú, 
Julio, Martha, ... , etc, etc. por los buenos consejos para mejorar mi trabajo y por 
los buenos momentos que pasamos. 

A mis amiqos: el batito, el chinis, el médico, el pato, Mr. horse, los carpinteros 
chapulines y a Víctor, por todo su apoyo y porque siempre es posible contar con 
un buen consejo de ellos. 

Al Sr. Ornar Wicab Gutiérrez, rector de la Universidad Autónoma de Nayarit por 
creer en mí y apoyarme para poder realizar este posgrado. 

Al CONACYT por la beca No. 171908 otorgada para el desarrollo de este 
trabajo. 

Al personal del Departamento de Histología: Viktor, Nora, Lencho, Licha, Juany 
y Rosy, por ayudarme en las diferentes etapas de la realización de este trabajo. 

Al personal responsable de la Facultad de Medicina de la UANL, por facilitarme 
sus instalaciones para la realización de este proyecto. 



isto og1a 

TABLA DE CONTENIDO 

CAPITULO 1 

1.1. lntrod ucción y antecedentes. . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

1.2. Justificación. . . . . . .. . .. . .. . . . . . . . .. . .. . . . ... . .. . .. ... . . . . . . . ... . . . .. . ... . . . . 3 

1.3. Hipótesis de trabajo. . . .. . . . . .. . . . . .. . . . . . . . .. . . . . .. . ... . .. . . . . . . . .. . .. . . 3 

1.4. Objetivo general. . . . . . .. . . . . . . . .. . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 3 

1.5. Objetivos específicos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . ............ ................. 4 

CAPITULO 2 

MATERIALES Y MÉTODOS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . ... . . . . . .. . ... 5 

2.1. Modelo animal de intoxicación crónica. . . . .. .. . .. . .. . . .. .. . . . . ... . ... 5 

2.2. Obtención de muestras y métodos de tinción. . .... .. . .. . ... .. ..... 5 

2.3. Moñometría. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ...... 6 

2.4. Análisis de la corteza motora. . . . . . .. . .. . .. . .. . .. . .. . .. . .. . .. . . . . .. . ...... 6 

2.5. Análisis del cerebelo. . . .. . .. . . . ......... ... ... . . . . ......... .. . . . . . . . .. . ...... 7 

2.6. Análisis del puente. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . ..... 7 

2.7. Análisis de la médula espinal. ........................................... 7 

2.8. Evaluación de apoptosis. . . .. ... . . . . ......... ... . . . .. . . . ... . . . . .. . .. . ...... 8 

CAPITULO 3 

RESULTADOS. . . . . . .. . . . . . . . .. . . . . . . . .. . . . . .. . .. . . .. . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ... 9 

3.1. Observaciones en la corteza motora. . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 

3.2. Observaciones en el cerebelo. . . .. . .. . .. . .. . . . . . . . .. . . . . .. . . . . . . . .. .. . . .. 11 

3.3. Observaciones en el puente. . . .. . . . . .. . .. . . . . .. . .. . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . 12 

3.4. Observaciones en la médula espinal. . . . . . . . ... . . . . .. . . . . .. . . . .. . . . . . . 14 

3.5. Evaluación de apoptosis. .................................................. 15 

3.6. Relación de datos entre el SNC y SNP. .. ......... .................... 15 

3.7. Figuras. .......................................................................... 16 



~ logíii 

CAPITULO 4 

4.1. DISCUSIÓN. .... . .. . ..... . . . . .... . . .. .... .. . ... .. . .. . .. .. . . . . . .. . .. .. . . .. . .. . ... 31 

4.2. CONCLUSIÓN. . ... . . . . .. .. . . . . . .. . . . . . . .... . . . . . .... . . . . . . .. . .. . . . . .. . . . . . . . ... 36 

4.3. PERSPECTIVAS. . . .. . .. . .. . .. . .. . . . . .. . .. . . . . . . . .. . . . . .. .. . . . . . . . . .. . . . . .. .... 36 

CAPITULO 5 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS. .. .. .. .. .. . .. .. .. . .. .. .. .. . .. .. .. .. .. .. .. . 38 

CAPITULO 6 

APÉNDICE. .. .. .. . . .. . . .... . . .. .. .... . .. .. ... . . .. ..... . .. ... .... .. . ..... . .. . . .. ... .... 43 

6.1. Tinción estándar con hematoxilina y eosina. .. ...... . .. .... ... .. .. . 43 

6.2. Tinción rápida con violeta de Cresilo. .. .. .. .. .. .. .. .. .. . .. .. . .. .. ..... 45 

6.3. Tinción rápida con Klüver-Barrera. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. . .... .. .. .. . 46 

6.4. Impregnación con plata, método Marsian, Glees y Erickson. 48 

6.5. Técnica de TUNE L. .. .... .. . . .... .. .. .. ... .. .. .......... ... ... ...... .. .... . .. . 50 

RESUMEN AUTOBIOGRÁFICO. .. .. .... .. ... .... .. ...... ... . ... .. . ... . ...... .. . . ..... 53 



LISTA DE FIGURAS 

FIGURA 1. Coordenadas estereotáxicas de la corteza motora, 

puente y ve rebelo. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16 

FIGURA 2. Neuronas piramidales internas de la corteza motora.... 17 

FIGURA 3. Neuronas piramidales externas de la corteza motora. .. 18 

FIGURA 4. Análisis morfométrico de las neuronas en las capas 

piramidales interna y externa. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19 

FIGURA 5. Axones de la sustancia blanca en la corteza motora. . . . . 20 

FIGURA 6. Vainas de mielina de la sustancia blanca en la corteza 

motora. ................................................................................ 21 

FIGURA 7. Neuronas de Purkinje de la corteza cerebelosa. . . . . . . . . . . 22 

FIGURA 8. Análisis morfométrico de neuronas de Purkinje. . . . . . . . . . 23 

FIGURA 9. Neuronas de los núcleos vestibulares del puente. ... . . . . 24 

FIGURA 1 O. Análisis morfométrico de las neuronas en los núcleos 

vestibulares. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 

FIGURA 11. Axones de los tractos corticopontocerebelosos del 

puente. ............................ .... ..... ............................ 26 

FIGURA 12. Vainas de mielina de los tractos 

corticopontocerebelosos del puente. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27 

FIGURA 13. Neuronas de astas anteriores de médula espinal. . . . . . . . 28 

FIGURA 14. Evaluación de apoptosis en la médula espinal, puente, 

cerebelo y corteza motora. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29 

FIGURA 15. Relación de datos entre el SNC y el SNP durante una 

intoxicación aguda y una crónica. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 



RESUMEN 

Eduardo Mendeleev Becerra Verdín 
Universidad Autónoma de Nuevo León. 
Facultad de Medicina. 

Título 

, rltsto og1a 

EVALUACIÓN HISTOLÓGICA DEL ENCÉFALO Y MÉDULA ESPINAL EN UN 
MODELO DE POLINEUROPATÍA CAUSADA POR EL FRUTO DE Karwinskia 
humboldtiana EN RATA WISTAR. 

Área de estudio: Morfología 

Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con Orientación Terminal 
en Morfología. 

Propósito y Método de Estudio: 

El fruto de Karwinskia humboldtiana (Kh) 3-4 semanas después de su ingestión produce una 
polineuropatía similar a la del síndrome Guillain-Barré, cuya severidad es proporcional a la cantidad 
de fruto ingerido. Tanto en la intoxicación aguda como en la crónica, se han descrito alteraciones 
morfológicas en el nervio periférico; sin embargo se ha dejado de lado el estudio del Sistema 
Nervioso Central (SNC) durante la intoxicación crónica. Por lo tanto, consideramos que, la 
evaluación del SNC puede contribuir al entendimiento de los mecanismos responsables de la 
alteración motora, que aún son desconocidos. Por lo anterior, se consideró de suma importancia 
estudiar diferentes áreas del SNC relacionadas con la función motora, en un modelo animal de 
polineuropatía tóxica causada por el fruto de Kh, el cual reproduce las diferentes etapas de la 
polineuropatf a que se presenta en el humano. En este modelo, se administró fruto molido de Kh a 
ratas Wistar (3.5 g/Kg en dosis fraccionadas vía oral) . Se procesó el cerebro, cerebelo, puente y 
médula espinal hasta su inclusión en parafina. Los cortes de estos bloques se tiñeron con 
Hematoxilina-Eosina, Violeta de Cresilo, Kluver-Barrera, Marslan-Glees-Erickson y TUNEL. Se 
evaluaron los cambios morfológicos y morfométricos en el SNC de grupos de ratas de las diferentes 
etapas de la polineuropatía: grupo control (1), sin neuropatía (11), con paresia (111), con parálisis (IV) y 
con recuperación (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 neuropatía causada por la intoxicación con el fruto de Kh y del proceso de recuperación. Estos 
datos, son de gran ayuda para caracterizar mejor el modelo animal y proporcionan una mayor 
comprensión de este tipo de polineuropatía, además, nos permiten iniciar una investigación objetiva 
de los factores que conducen a estas alteraciones y posteriormente a la búsqueda de un posible 
tratamiento. 



CAPITULO 1 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

1. 1. Introducción y Antecedentes. 

~~~~e 
'1H1stología 

Karwinskia humboldtiana (Kh), mejor conocida como tullidora, coyotillo o 

capulín 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 (Fernández 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 clínico está caracterizado por parálisis fláccida, 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 (Bermúdez 1995, Arellano1994, Martínez 1994). Actualmente, existen casos de intoxicación 

accidental en el humano que son diagnosticados erróneamente, debido a que el 

cuadro clínico de esta polineuropatía se confunde con el de la poliomielitis y el 

Síndrome de Guillain-Barré, entre otras patologías similares (Castillo 1920, Arellano 1994, 

Segovla 1972, Bustamante 1978, Puértolas, 1984, Bermúdez 1986, Bermúdez 1995, acampo 2007). A través del 

tiempo, en un intento por elucidar los mecanismos involucrados en el desarrollo 

de la intoxicación, cuyo cuadro clínico principal es la parálisis ascendente; se han 

realizado trabajos experimentales que en su gran mayoría se han orientado al 

estudio del sistema nervioso periférico (SNP) y donde se describe a la 

desmielinización segmentaria como alteración principal en nervios periféricos de 

miembros inferiores (Escobar 1965, Charlton 1970, Muñoz 1979, Muñoz 1983, Bermúdez 1986, Salazar 2006). 

Existen en la literatura únicamente 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-intoxicación (Padrón 1951, 

Padrón 1956, ortIz 1992¡. Durante la intoxicación aguda, los animales desarrollan 

1 



Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropalía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. ~ Iisiología 

rápidamente la parálisis y mueren a los pocos días, esto no permite que se 

desarrolle el cuadro clínico descrito anteriormente, por lo que no es posible 

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

En un trabajo previo se generó un modelo de polineuropatía tóxica al 

administrar a ratas Wistar 3.5 g/Kg del fruto completo maduro, seco y molido de 

Karwinskia humboldtiana, fraccionado en 5 dosis por vía oral, lo cual logró 

reproducir en las ratas, cada una de las etapas clínicas de forma similar a las 

que se han descrito en el cuadro clínico que presentan los humanos cuando no 

mueren. Las etapas clínicas se clasificaron en los grupos de ratas de la siguiente 

manera: sin neuropatía (11) al día 24, con paresia (111) al día 48, con parálisis (IV) 

al día 58 y con recuperación (V) al día 112. Además en este trabajo, se demostró 

la presencia de desmielinización segmentaría y alteraciones en el grosor y 

continuidad de los axones en el nervio ciático de ratas intoxicadas en las 

diferentes etapas de la polineuropatía, inclusive en el grupo de ratas con 

recuperación. Las lesiones en el SNP sugieren una posible alteración de estos 

mismos componentes, así 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 permitió realizar una evaluación sistemática de 

diversas regiones de importancia motora, por medio de técnicas histológicas y 

morfométricas, que sirvieron para identificar los cambios morfológicos que 

ocurren durante el transcurso de la neuropatía, para poder comparar la 

morfología de éstos tejidos en relación a las observaciones en el SNP, y lograr 

una caracterización más completa del modelo animal de polineuropatía tóxica. 

2 



Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

1.2. Justificación. 

Debido a que no existen estudios que describan las alteraciones del SNC 

en la intoxicación crónica con el fruto de Kh, se consideró importante evaluar la 

presencia de alteraciones morfológicas 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 polineuropatía producida por Kh, para contrastar los datos 

obtenidos en este estudio del SNC con los ya reportados en el SNP, y contribuir 

así a la comprensión y caracterización de esta polineuropatía. 

1.3. Hipótesis de trabajo. 

En la intoxicación crónica 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 polineuropatía periférica. 

1.4. Objetivo general. 

Evaluar la morfología de células y tractos nerviosos de regiones del 

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

establecer si existe relación entre las alteraciones del SNC y SNP. 

3 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropalía Causada por el Fruto de Karwinskia humbo/dtiana en Rata Wistar. 

1.5. Objetivos específicos. 

hsto ogía 

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 morfología de las neuronas y tractos nerviosos de la corteza 

motora, corteza cerebelosa, puente y médula espinal, tanto en ratas 

intoxicadas como en ratas contra,. 

2. Determinar el número y área 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 núcleos vestibulares, en ratas intoxicadas con fruto molido 

administrado vía 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 

vía oral y en ratas control. 

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

4 



CAPITULO 2 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatia Causada por el Fruto de Karwinsl<ia humboldtiana en Rata Wistar. 

MATERIALES Y MÉTODOS. 

2. 1. Modelo animal de intoxicación crónica. 

!~~ .. 
, Ji 1stología 

El material utilizado en este estudio se obtuvo de los animales (ratas) 

analizados en el desarrollo del modelo animal de intoxicación crónica con el fruto 

de Kh reportado por Salazar y cols. (2006) . De manera breve: se intoxicaron ratas 

Wistar ambos géneros por vía 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 clínicas de la 

polineuropatia tóxica manifestada en las ratas, de la siguiente manera: grupo sin 

neuropatía (11, día 24), grupo con paresia (111, día 48), grupo con parálisis (IV, día 

58) y un grupo con recuperación (V, día 112), así como un grupo control (1). 

2.2. Obtención de muestras y métodos de tinción. 

Las ratas de los diferentes grupos se sacrificaron por dislocación 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 microscopía 

de luz. Posteriormente se obtuvieron cortes de tejido de 1 O µm de grosor. Estos 

cortes fueron teñidos con hematoxilina-eosina (HE. Giil 1974) , violeta de Cresilo 

(VC. Einarson 1932), Klüver-Barrera (KB. Klüver 1953), Marslan-Glees-Erickson (MGE. 

Marsland 1954) y para la técnica de TUNEL (Gavrieli 1992). 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatia Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

2.3. Morfometría. 

,1ristología 

El análisis morfométrico se realizó en grupos de cinco ratas. Para cada 

región del SNC se realizaron dos cortes de 1 O µm de grosor, con una separación 

de 30 µm entre cada corte. Los cortes se tiñeron con HE y VC, posteriormente se 

montaron en laminillas. Se observaron a 40x y se obtuvieron imágenes digitales 

de alta resolución 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 desviación estándar y se sometieron a un 

análisis de varianza, seguido por una prueba de Tukey, para lo cual se utilizó el 

software estadístico SAS (SAs 1998), con un nivel de significancia de P ~ 0.05 .. 

2.4. Análisis de la corteza motora. 

Se describieron y se cuantificaron las neuronas piramidales internas y 

externas localizadas entre la posición Bregma 0.84 mm a 2.04 mm, de acuerdo 

con las coordenadas estereotáxicas descritas por Paxinos (Paxinos, 2oos¡ (Fig . 1). 

Para la cuantificación se seleccionó un área de 1 OOx 150 µm (1.5 mm2) y a partir 

de ésta se midieron 20 áreas consecutivas. Todas las neuronas dentro de los 

campos fueron consideradas para la medición. Además, se analizaron los tractos 

nerviosos en la sustancia blanca. 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropat·a Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

2.5. Análisis del cerebelo. 

Para la medición se consideraron las neuronas de Purkinje (CP) de la 

corteza cerebelosa localizadas entre la posición Bregma -12.0 mm y -13.08 mm 

(Paxinos, 2005) (Fíg. 1 ). Se seleccionó el primer campo y a partir de este se midieron 

los campos subsecuentes hasta completar una longitud total de 3000 µm sobre 

la línea de CP. 

2. 6. Análisis del puente. 

Se analizaron las neuronas de los núcleos vestibulares, así como los 

tractos nerviosos corticopontocerebelosos, localizados en la posición Bregma -

9.0 a -10.08 mm (Paxinos 2005) (Fig. 1 ). Se seleccionó un área de 1OOx150 µm (1.5 

mm2) y a partir de ésta se evaluaron áreas subsecuentes; todas las neuronas 

fueron consideradas para la cuantificación. 

2. 7. Análisis 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, torácica y lumbar). 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

2.8. Evaluación de apoptosis. 

listo og1a 

Para evaluar la presencia o ausencia de apoptosis en cada región, se 

utilizó el kit Trevigen®, de acuerdo con las instrucciones del mismo. éste detecta 

la fragmentación de DNA al añadir uridin-trifosfato biotinilado marcados en los 

extremos 3'0H 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 H20 2-diaminobencidina (Gavrieli 1992). Las 

muestras se analizaron mediante microscopía de luz. 
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CAPITULO 3 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropat a Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

RESULTADOS. 

3. 1. Observaciones en la corteza motora. 

~Jtj;,_,._..___.._ 
-mistologta 

En el grupo control (1) la morfología de las capas piramidales externa e 

interna, de cortes teñidos con HE, mostraron neuronas normales y tinción pálida, 

así como un neurópilo 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 neuropatía (11), las neuronas, se observaron con un patrón de 

tinción basófilo (Fig. 2 y 3 B). En los grupos con paresia (111) y con parálisis (IV), 

se presentó una coexistencia de neuronas basófilas y eosinófilas (Fig. 2C y D, 

3C) y finalmente, en el grupo de ratas con recuperación (V), la mayoría de las 

neuronas presentaron una tinción eosinófila (Fig. 2E, 30 y E). La permanencia 

de neuronas con ambas tinciones en las capas piramidales mostró diferencia, 

debido a que en la capa piramidal externa sólo se observó esta coexistencia en 

el grupo con paresia (111), mientras que en la capa piramidal interna se observó 

tanto en el grupo con paresia (111) como en el grupo con parálisis (IV). Además, 

en ambas capas piramidales de los grupos sin neuropatía (11), con paresia (111) y 

con parálisis (IV), se hicieron presentes neuronas retraídas, con la presencia de 

halos o espacios en los contornos de las neuronas piramidales (Fig. 2 y 3 B-0). 

Por último, el neurópilo también se vio alterado, este pierde su aspecto uniforme 

y homogéneo, que se observa en el grupo control (1) (Fig. 2 y 3 B-0). Estas 

alteraciones, siguieron presentes en el grupo de ratas recuperadas (V), aunque 

atenuados. Además, no se observó la presencia de cuerpos apoptósicos, ni 

positividad al TUNEL en los grupos de ratas intoxicadas (Fig. 14). 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatia Causada por el Fruto de Karwinskia humbold/iana en Rata Wistar. ~ 

Morfometría. Se realizó un estudio morfométrico para determinar el 

número de neuronas y el volumen celular, en los diferentes grupos de ratas 

intoxicadas y del grupo control (1) (Fig. 4). Estadísticamente 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 pequeños espacios 

regulare entre tracto y tracto (Fig. 5A). En los grupos sin neuropatía (11), con 

paresia (111) y con parálisis (IV), se observaron cambios progresivos 

caracterizados por la pérdida del trayecto lineal e irregularidades en el grosor de 

los axones, así como por espacios de mayor tamaño entre ellos (Fig. 5 C a D), 

estas alteraciones, también se observaron aunque en menor grado en el grupo 

con recuperación (V) (Fig. SE). Por otra parte, los oligodendrocitos en el grupo 

control (1) y sin neuropatía (11), se observaron alineados y paralelos a los tractos 

nerviosos, conforme avanzó la polineuropatia, se observó una disminución 

aparente en la cantidad de oligodendrocitos (no cuantificados) y una distribuición 

al azar (Fig . 5 Ca D). 

Al examinar la sustancia blanca teñida con KB, el grupo control (1) 

presentó la morfología se caracterizó por la uniformidad y continuidad de este 

componente. En los grupos posteriores a la intoxicación, es decir, desde el grupo 

sin neuropatía hasta el grupo con recuperación (11 al V, respectivamente), no se 

observó pérdida de mielina, únicamente pérdida del trayecto regular de los 

tractos nerviosos (Fig. 6) . Los cambios también se ven reflejados en la 

morfología axonal en cortes impregnados con plata, donde se observó la pérdida 

del trayecto regular que se presenta en el grupo control (1), y aparición de 

espacios cada vez mayores en los grupos de ratas intoxicadas. 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

3.2. Observaciones en el cerebelo. 

Los cortes de cerebelo teñidos con VC del grupo de ratas control (1), 

presentaron una estructura normal, la monocapa de neuronas de Purkinje (CP) 

se ubicó entre la capa molecular (CM) y la capa granular (CG, Fig . 7A). En 

cambio, todos los grupos de ratas intoxicadas, presentaron diferentes 

alteraciones morfológicas de manera focal. En el grupo sin neuropatía (11) se 

observaron principalmente células picnóticas e hipercrómicas (Fig . 7B). En el 

grupo con paresia (111) se presentó cromatólisis caracterizada por: migración de 

la sustancia de Nissl a la periferia, el núcleo claro y nucléolo acéntrico (Fig. 7C). 

En el grupo con parálisis (IV), llamó la atención que un número considerable de 

CP no se encontraban en su localización 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 observó la presencia de gliosis, caracterizada por la presencia 

de células gliales en los espacios anteriormente ocupados por las CP. Por último, 

en el grupo con recuperación (V), se observaron CP con picnosis e 

hipercromasia, zonas con gliosis (Fig. 7E), así como también un mayor número 

de CP con características morfológicas normales y una aparente redistribución a 

lo largo de la línea de CP, comparadas con el resto de los grupos de ratas 

intoxicadas (Fig. 8C). En ninguno de los grupos se observó la presencia de 

cuerpos apoptósicos ni positividad al TUNEL (Fig. 14). 

Morfometría. El análisis morfométrico mostró en los grupos de ratas sin 

neuropatía (11), con paresia (111), con parálisis (IV) y con recuperación (V), una 

disminución progresiva en el número total de CP en comparación con el número 

de CP determinadas para el grupo control (1) (Fig . 8A, barra azul) . Por otra parte, 

a partir de estos resultados, se obtuvo el número de CP con alteraciones 

morfológicas (Fig. 8A, barra roja) , en los que se observó un aumento progresivo 

de CP con alteraciones conforme se desarrolló la polineuropatía tóxica. Además, 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatia Causada por el Fruto de Karwinskia humbo/dliana en Rata Wistar. 

con base en las alteraciones morfológicas observadas, las CP se clasificaron de 

la siguiente manera: N-1, neuronas normales; N-11, neuronas en fase de 

cromatólisis, N-111, neuronas retraídas e hipercrómicas y N-IV, neuronas 

picnóticas (Fig. 8B). El análisis morfométrico reveló una disminución progresiva 

del número de N-1 que inició en el grupo control (1) y continuó hasta el grupo con 

recuperación (11-IV respectivamente). Al mismo tiempo se observó un aumento 

progresivo del número de células N-11, este incremento fue continuó y progresivo 

hasta el grupo con recuperación (V). También se presentó un aumento 

importante de N-111, este se observó a partir del grupo sin neuropatía (11), en el 

grupo con paresia (111) se detectó la mayor cantidad de N-111, y de manera gradual 

disminuyó en el grupo con recuperación (V). Finalmente las células N-IV fueron 

las que se observaron en menor número, con aumento progresivo a partir del 

grupo sin neuropatía (11), este persistió hasta el grupo con parálisis (IV) y 

disminuyó durante el grupo con recuperación (V) (Fig. 8C). 

3.3. Observaciones en el puente. 

Los núcleos vestibulares y los tractos nerviosos fueron las zonas 

analizadas en el puente, tanto en las ratas intoxicadas como en las ratas del 

grupo control (1). La arquitectura se delineó en cortes teñidos con HE, VC, KB, 

MGE. Las neuronas observadas por microscopía de luz en el grupo control (1), 

presentaron morfología multipolar, con núcleo y nucléolo central, así como con 

una distribución uniforme de la sustancia de Nissl en el cuerpo neuronal (Fig. 

9A). 

En los grupos sin neuropatía (11) y con paresia (111) se observaron cambios 

morfológicos característicos de cromatólisis, los cuales consistieron en pérdida 

de la morfología multipolar, aumento del volumen celular, hipercromasia, así 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un V odelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldt.ana en Rata Wistar. 

[4-Jir. ~ 
, .H 1stolog1 a 

como compactación y migración de la sustancia de Nissl a la periferia, lo que 

permitió mejor definición del núcleo y nucléolo (Fig. 98 y C). En el grupo con 

parálisis (IV), se observó en la mayoría de las neuronas una aparente 

disminución de la hipercromasia y del volumen celular (Fig. 90) . La morfología 

del grupo recuperado (V) presentó mayor similitud con el control (1), sin embargo 

persistieron células con aumento de volumen e hipercrómicas en los núcleos 

vestibulares (Fig. 9E). En ninguno de los grupos se observó positividad al TUNEL 

(Fig . 14) ni cuerpos apoptósicos. 

Morfometría. Después de realizar la cuantificación de las neuronas y la 

determinación del volumen celular de acuerdo al método descrito, no se obtuvo 

diferencia significativa (p ~ 0.05) entre los datos del grupo control (1) y los de los 

grupos intoxicados (Fig. 10). 

Al examinar los tractos corticopontocerebelosos en cortes del grupo 

control (1) impregnados con plata, se observaron con arreglo lineal, paralelos 

entre sí, con espacios regulares entre los tractos, así como axones con un grosor 

uniforme (Fig. 11A). En el grupo sin neuropatía (11) se observó pérdida del arreglo 

regular de los tractos nerviosos, además, axones aislados con segmentos más 

gruesos (Fig. 118). En el grupo con paresia (111), la desorganización de los 

tractos nerviosos continúa y las dilataciones segmentarías se presentaron con 

mayor continuidad y frecuencia (Fig. 11 C). En el grupo con parálisis (IV), los 

tractos nerviosos se observaron con pérdida del arreglo lineal ("zig-zag''), de tal 

manera que entran y salen del plano de corte; además, los axones en su 

mayoría presentaron engrosamientos a manera de varicosidades, (Fig . 11 D). En 

el grupo con recuperación (V), se observó una aparente reorganización de los 

tractos nerviosos, sin embargo persistieron las dilataciones segmentarías en la 

mayoría de los axones (Fig. 11 E). 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Vodelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

Al examinar los tractos corticopontocerebelosos teñidos con KB para la 

demostración de la mielina, no se observó pérdida de ésta, sólo se confirmó la 

alteración del trayecto regular de los tractos ya descritos. En el grupo control (1) 

se observaron tractos regulares (Fig. 12A). En el grupo sin neuropatía (11) se 

observó pérdida de la uniformidad (Fig . 12B), esta alteración se incrementó 

progresivamente en los grupos con paresia (111) y con parálisis (IV) (Fig. 12 C a 

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

3.4. Observaciones en la médula espinal. 

Por microscopía de luz, las neuronas motoras multipolares de las astas 

anteriores del grupo control (1) presentaron una morfología normal (Fig. 13A). El 

grupo sin neuropatía (11) mostró alteraciones caracterizadas por hipercromasia y 

un aparente aumento de volumen de neuronas con pérdida de la morfología 

multipolar regular (Fig. 13B). En el grupo con paresia (111) (Fig. 13C) las 

alteraciones aumentaron, en el soma se observó aumento de volumen celular, 

compactación de la sustancia de Nissl y núcleo definido. En el grupo con 

parálisis (IV), el daño en las neuronas fue más severo, se presentó el fenómeno 

de cromatólisis, esto es: un mayor aumento de volumen, mayor compactación y 

migración de la sustancia de Nissl hacia la periferia de la célula, esto permite que 

el núcleo y el nucléolo se observen claramente (Fig. 130). En las neuronas 

motoras de las ratas recuperadas (V), la cromatólisis persiste (Fig. 13E). En 

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

apoptósicos. 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

3.5. Evaluación de apoptosis. 

~ 

Se realizó la técnica de TU NEL para evaluar la fragmentación de la 

cromatina y poder determinar la presencia o ausencia del fenómeno de 

apoptosis, en las diferentes regiones del SNC en los grupos de ratas intoxicadas 

y en el grupo control. La técnica resultó negativa, lo que indicó que no existe 

fragmentación de la cromatina y por lo tanto no se puede considerar que haya 

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

3.6. Comparación 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 crónica con el fruto de Kh. 

163657 
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3. 7. Figuras. 

Figura 1. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un V odelo de 
Polineuropatia Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. isto ogía 

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

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 'isto ogía 

Cortes coronales de la corteza motora de rata (tinción con HE). Capa piramidal interna. 
A: Grupo control (1), muestra neuronas piramidales normales(*) y neurópilo normal (N). 
B: El grupo sin neuropatía (11) presenta neuronas con aspecto basófilo (-+ ), retracción 
(-+) y neurópilo esponjoso (N). C y D: Cortes representativos de los grupos con paresia 
(111) y con parálisis (IV) se observa la coexistencia de neuronas eosinófilas ( ►) y 
basófilas (-+), neuronas retraídas (-+) y alteración del neurópilo (N). E: El grupo con 
recuperación (V) sólo mostró neuronas eosinófilas (►) y disminución del número de 
neuronas retraídas (-+ ). Barra = 20 µm. 
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FIGURA 3. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropal a Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rala Wislar. 1sto og:ia 

Cortes coronales de la corteza motora de rata (tinción con HE). Capa piramidal externa. 
A: Grupo control (1), muestra neuronas piramidales (*) y neurópilo (N) normales. B: 
Grupo sin neuropatía (11) se muestran neuronas basófilas (-+), retracción de estas(-+) y 
desorganización del neurópilo (N). C: Grupo con paresia (111), se observan neuronas 
eosinófilas (►) y basófilas (-+), neuronas retraídas(-+) y alteración del neurópilo (N). D: 
Grupo con parálisis (IV), solo se observaron neuronas eosinófilas y alteraciones 
acentuadas en la retracción neuronal (-+) y en el neurópilo (N). E: El grupo con 
recuperación (V) sólo mostró neuronas eosinófilas ( ►) y disminución del número de 
neuronas retraídas (-+ ). Barra = 20 µm. 

18 



Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropat a Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 1sto ogia 

A 

2000 -----------------------< 
~ 

1~ 
l 1@ 

51» . _ _.__.____, _____ _ 
Control Sin neuropatia Paresia Parálisis Recuperados Control Sin neuropatía Paresia Parálisis Recuperados 

(1) (11) (111) (IV) (V) (1) (11) (111) (IV) (V) 
Grupos experimentales Grupos experimentales 

Control Sin neuropatia Paresia Parálisis Recuperados Control Sin neuropatia Paresia Parálisis Recuperados 
(1) (11) (111) (IV) (V) (1) (JI) (111 ) (IV) (V) 

Grupos experimentales Grupos experimentales 

FIGURA 4. 
Análisis morfométrico de neuronas de las capas piramidales. A y C: Valor promedio del 
número de neuronas por campo de la capa piramidal interna y externa respectivamente. 
B y D: Valor promedio del área neuronal por campo de la capa piramidal interna y 
externa respectivamente. Para ambos parámetros de medición no hay diferencia 
estadística significativa entre los grupos experimentales y el control. Prueba de Tukey, 
P < 0.05. 
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FIGURA 5. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humbotdtiana en Rata Wistar. 

r,, 

~ listo ogia 

Cortes de la sustancia blanca de cerebro de rata (impregnación con plata, MGE). A: 
Grupo control (1), muestra axones de trayecto regular y paralelos entre sí ( * ), con 
algunos espacios entre estos (-► ). Oligodendrocitos organizados ( ► ).8: Grupo sin 
neuropatía (11), muestra pérdida del trayecto lineal regular y espacios más acentuados 
entre axones(-►). Oligodendrocitos alineados(►). C y D: Grupos con paresia (111) y con 
parálisis (IV), continúa la pérdida del trayecto axonal con espacios más evidentes (-►) . 
Aparente disminución del número de oligodendrocitos y organización al azar (► ). E: 
Grupo con recuperación (V), tractos con aparente regresión a la morfología normal 
aunque continúan algunos de los cambios mencionados(-►) . Barra= 20 µm. 
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FIGURA 6. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

~ ___ ., 
, Histología 

Cortes de sustancia la blanca de cerebro de rata (tinción con KB). A: Grupo control (1), 
muestra la fibras con mielina bien definida, de trayecto lineal y agrupada en haces ( ♦), 
así como espacios entre los tractos(-+). By C: Cortes representativos de los grupos sin 
neuropatía (11) y con paresia, (111), muestra pérdida del trayecto lineal ( ♦) de las vainas 
de mielina, así como espacios aumentados(-+). D: Grupo con parálisis (IV), se acentúan 
las alteraciones descritas en vainas de mielina ( ♦) y en los espacios (-+) . E: 
Permanencia de la alteración del trayecto lineal ( ♦) en el grupo recuperado (V) con 
espacios mayores(-+). Barra= 20 µm. 
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FIGURA 7. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Vodelo de 
Polineuropat a Causada por el Fruto de Karwinsk a humboldtiana en Rata Wistar. Ístolog1a 

Cortes coronales de la corteza cerebelosa de rata (tinción con VC). A: Grupo control (1) , 
muestra CP organizadas entre la capa molecular (CM) y capa granulosa (CG). B: En el 
grupo sin neuropatía (11) se observaron CP hipercrómicas (-+ ). C: El grupo con paresia 
(111) muestra CP en fase de cromatólisis (•). O: Grupo con parálisis (IV), ausencia de CP 
entre la CG y CM (recuadro), células que parecen corresponder a CP en la CG (O) y 
presencia de gliosis (q ). E: Grupo con recuperación (V), permanencia de CP alteradas 
(-+), presencia de CP aparentemente normales(►) y presencia de gliosis (➔ )Barra= 20 
µm . 
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Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un 1/ odelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 
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Sin neuropatía Paresia Parálisis Recuperados 
(11) (111) (IV) M 

Grupos experimentales 

Sin neuropatía Paresia Parálisis Recuperados 
(11) (111) (IV) (V) 

Grupos experimentales 

isto og1a 

Análisis 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: Clasificación de los 
diferentes aspectos morfológicos de CP de acuerdo al grado de alteración presentado: 
N-1, normales; N-11, cromatólisis; N-111, hipercrómicas y retraídas y N-IV, picnóticas. Barra 
= 20 µm. C: Análisis morfométrico de las CP de acuerdo a las diferentes morfologías 
observadas. El número de CP N-111 en el grupo con paresia (111), se invierte a N-11 en el 
grupo con recuperación (V). Prueba de Tukey, P < 0.05. 
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Figura 9. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropat a Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

Cortes coronales del núcleo vestibular de rata (tinción con VC). A: Grupo control (1) , se 
observan neuronas normales multipolares ( *) con diferente orientación y plano de corte, 
así como el neurópilo normal (N). B: Grupo sin neuropatía (11), se observaron neuronas 
hipercrómicas (>) y neuronas aumentadas de volumen (-+) y pérdida de la morfología 
multipolar. Las neurofibrillas del neurópilo alterado se observan más definidas. C y D: En 
los grupos con paresia y con parálisis (111 y IV respectivamente) se observa cromatólisis 
(-+) en neuronas y las alteraciones del neurópilo acentuadas (N). E: Grupo con 
recuperación (V), presencia de neuronas con diferente grado de alteración, 
hipercrómicas(-+) y aparentemente normales (> ). Neurópilo alterado (N). Barra = 20 µm. 
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Figura 10. 

Control 
(IV) 

Sin neuropatía 
(11) 

Paresia 
(111) 

Grupos experimentales 

Parálisis 
(IV) 

Recuperados 
(V) 

Análisis morfométrico de neuronas de los núcleos vestibulares. (A) Promedio del 
número de neuronas por campo y (8) Promedio del área de neuronas por campo en 
mm2. Para ambos parámetros de medición no hay diferencia estadística significativa 
entre los grupos experimentales y el control. Prueba de Tukey, P -5- 0.05. 
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Figura 11. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 1sto og1a 

Cortes coronales del tracto corticopontocerebeloso de rata (impregnación con plata, 
MGE). A: Grupo control (1), axones de trayecto regular y paralelos entre sí (Y), con 
algunos espacios entre estos (-+). B y C: Cortes representativos de los grupos 
experimentales sin neuropatía (11) y con paresia, (111), muestran pérdida del trayecto 
lineal, segmentos de axones aumentados de grosor ( ►) y presencia de espacios de 
mayor tamaño entre los axones(-►). D: Grupo con parálisis (IV), axones varicosos(►) 
con pérdida de su trayecto lineal de axones, aparentemente segmentados(➔) debido a 
que atraviesan el plano de corte. Espacios aumentados de tamaño (-+). E: Grupo con 
recuperación (V), axones de trayecto lineal con segmentos engrosados ( ►) y espacios 
más evidentes(-+). Barra= 20 µm. 
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FIGURA 12. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropat a Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 1sto ogia 

Cortes coronales del tracto corticopontocerebeloso de rata (tinción con KB). A: Grupo 
control (1), muestra la mielina bien definida, de trayecto lineal y agrupada en haces ( ♦), 
así como espacios entre estas (-+ ). B y C: Cortes representativos de los grupos 
experimentales sin neuropatía (11) y con paresia, (111), muestran pérdida del trayecto 
lineal de las vainas de mielina ( ♦), así como espacios aumentados (-+). D: Grupo con 
parálisis (IV), se acentúan las alteraciones descritas en vainas de mielina ( ♦) y en los 
espacios (-+). E: Grupo con recuperación (V), permanencia de la alteración del trayecto 
lineal( ♦), con espacios más evidentes(-+). Barra= 20 µm. 
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Figura 13. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un \l odelo de 
Polineuropatía Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. ~ 

Cortes transversales de las astas anteriores de la médula espinal de rata (tinción con 
VC). A: Grupo control (1), se observan neuronas normales multipolares(*), así como el 
neurópilo normal (N). B: Grupo sin neuropatía (11), se observaron neuronas 
hipercrómicas ( ►) y neuronas aumentadas de volumen(-+) lo que provoca pérdida de la 
morfología multipolar. El neurópilo alterado se observa definido. C y D: En los grupos 
con paresia (111) y con parálisis (IV) se observa cromatólisis en neuronas (-+) y las 
alteraciones del neurópilo más acentuadas (N). E: Grupo con recuperación (V) , 
presencia de neuronas hipercrómicas con morfología multipolar ( ► ). Neurópilo alterado 
(N) . Barra = 20 µm. 
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Figura 14. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropalía Causada por el Fruto de Karwinskia numboldtiana en Rata Wistar. ~ ~ -="\~r-..

ltsto og1a 

Fotomicrografias representativas de las regiones analizadas del SNC para la evaluación 
de apoptosis. A: Control de técnica positivo, se observan los núcleos en color café 
debido a la fragmentación de la cromatina por nucleasa . B: Control de técnica negativo, 
sin provocar la ruptura de la cromatina. C: médula espinal, grupo 111. D: núcleo 
vestibular, grupo 111. E: corteza cerebelosa, grupo IV. F, G: capas piramidales interna y 
externa repectivamente, grupo 111 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 fragmentación de la cromatina. Barra= 20 µm. 
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0 INTOX~ACIONAGUDA 

NERVIO PERIFÉRICO 

DesmIelm1zadón segmeriana ✓ 

Alteraaones en axones m1el1111zados ✓ 
► Modific:aaón de la veloadad de conducoón. 

Cambios en proteínas de le m1ehna. ✓ 

0 INTOXICACIÓN CRÓNICA 

NERVIO PERIFERICO. 

► Desmielinlz.ación segmentllria. ✓ 

► Alteraciones en axones mielinizados. ✓ 

► Alteraciones en axones amlelinlcos. 

► Infiltrado de linfocitos y células cebadas. 

► Cambios hlstoqulmlcos en células cebadas. 

► DeteccióndeAntlcuerpos anti-mielina. 

► Cambios en protsina.s de la mielina .✓ 

CERE9RO 
► H1percromasia 
► Neurnfagia 
► Agregados astroghales 
► Retracción astroghal 
► "-ierte celular 

CEREBELO 
► Alteraciones difusas .✓ 

PUENTE 
► Alteraciones difusas (i caso)✓ 

ASTAANTF.RIOR DE M E. 
► cromatólisis. ✓ ___ .,. ► Picnosis. 

> Características morfológicas de 
apoptósis 

:ORTEz,._~.,OTORA 
, h pe,crJ-Y1as1a ✓ 
, A l:e,rac,cncs foca CS ✓ 
, :: oe • st;;;nc,a de ne,.;rcnas con 

c1fereme, pairen de :1nc1Jn 

A.é:TAA',TERICR DE 
MEDc.LA ESPl~JAL 

, C·ornató11sis. ✓ 
, H peccromas1il 

Figura 15. Relación de datos entre el SNC y SNP, registrados durante una intoxicación 
aguda (A) y una intoxicación crónica (8). Los cuadros en negro muestran las 
observaciones realizadas en este estudio. El símbolo ( ✓) indica las alteraciones 
comunes entre los dos tipos de intoxicación. 
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CAPITULO 4 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropafa Causada por el Fruto de Ka ...., inskia humboldtiana en Rata Wistar. 

4.1. DISCUSION. 

; . 

sto og1a 

Es importante subrayar que este es el primer trabajo que estudia el 

desarrollo, evolución y recuperación de las alteraciones en el Sistema Nervioso 

Central, en un modelo animal (ratas) con polineuropatía tóxica, producida por el 

fruto de la Karwinskia humboldtiana al ser administrado por vía oral. También se 

logró determinar la existencia de alteraciones en diferentes regiones del SNC 

como: la corteza motora, corteza cerebelosa, puente y médula espinal de ratas 

intoxicadas con el fruto de Kh. 

Los hallazgos más frecuentes del efecto neurotóxico del fruto de Kh en la 

corteza motora, se presentaron en las neuronas de la capa piramidal interna y la 

externa, las cuales presentaron cambios tintoriales: neuronas basófilas (azules) y 

neuronas eosinófilas (rojas). Particularmente para las neuronas rojas, este 

cambio de afinidad por los colorantes, se ha relacionado con la alteración del pH 

citoplasmático y nuclear, en otro tipo de intoxicaciones (Bañuelos 200s) . Además, 

estas alteraciones en la corteza motora, aparentemente fueron menos 

acentuadas con respecto a las observadas en el resto de las regiones evaluadas 

en este estudio. Una posible explicación podría ser que por ser esta una 

polineuropatía ascendente, lo primero que se lesiona es la parte distal de los 

axones (en el SNP) y por daño retrógrado al soma neuronal. Al estar alterado el 

soma, las sinapsis relacionadas con éste, pudieran presentar alteraciones que 

continúan avanzando en forma retrógrada hasta las conexiones con otras 

neuronas para finalmente alcanzar a las células de la corteza motora . Sin 

embargo se desconoce cómo se llevan a cabo estas alteraciones. 
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En la corteza cerebelosa llamó la atención la falta de CP en los grupos de 

ratas intoxicadas con respecto al grupo control (1) . La evaluación morfométrica 

mostró una disminución progresiva en el número CP en los diferentes grupos de 

ratas intoxicadas (Fig. 8A), incluso el grupo con recuperación (V) mostró una 

cantidad menor que el grupo con parálisis (IV). Debido a que las CP contribuyen 

al control de la actividad motora, inicio del movimiento y al aprendizaje (Afifi 1999), la 

alteración de estas neuronas produce alteración en la marcha, esto pudiera 

explicar parte de las manifestaciones clínicas que se presentaron en las ratas a 

partir del grupo con paresia (111). Por otra parte, la ausencia de CP condujo a la 

realización de la técnica de TUNEL en todas las regiones de interés, para 

determinar la presencia de apoptosis. Sin embargo, tanto en el grupo de ratas 

control (1) como en los grupos de ratas intoxicadas, no se presentó 

fragmentación de la cromatina, ni se observaron cuerpos apoptósicos y por lo 

tanto no se puede considerar que se presente el fenómeno de apoptosis en 

ninguna de las regiones analizadas (Fig. 14). 

Otras de las alteraciones observadas en las CP fueron retracción celular, 

hipercromasia y picnosis (Fig. 78-E). En la literatura existen reportes de 

alteraciones en cerebelo inducidas por diversos químicos (Cavanagh 1954, Branch 1986, 

Takahashi 1994), así como por diversos metabolitos producidos por plantas (Carod 2003). 

Padrón (1956) describe alteraciones extensas y difusas de CP de conejos a los 

cuales intoxicó de forma aguda con el fruto de Kh. En este trabajo, se observaron 

neuronas con cambios morfológicos en los grupos de ratas intoxicadas, lo que 

permitió clasificarlas con base en estas características: N-1, neuronas normales, 

N-I1 neuronas en fase de cromatólisis, N-111 neuronas retraídas e hipercrómicas y 

N-IV neuronas picnóticas. 
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Con base en estas observaciones podemos suponer que los cambios 

morfológicos observados en las CP, indican una posible secuencia del grado de 

daño. Esto pudiera llevarse a cabo de la siguiente manera: las neuronas N-1 

después de la intoxicación, entran en fase de cromatólisis N-11 para 

posteriormente adquirir el patrón morfológico N-111. En el grupo sin neuropatía (11) 

llamó la atención que el tipo de morfología predominante en las CP fue el N-111 y 

no el N-11 (Fig. 8C). En el estudio de Padrón (1956), se describen "alteraciones 

difusas en neuronas de Purkinje" durante la intoxicación aguda con el fruto de 

Kh, 72 horas después de la intoxicación . Por lo tanto, las observaciones en 

nuestro estudio, pueden deberse a que transcurre un tiempo prolongado (24 

días) entre el inicio de la intoxicación y la obtención de las muestras (grupo de 

ratas sin neuropatía), lapso en el que pudo haber ocurrido el fenómeno de 

cromatólisis. Se ha descrito que este fenómeno es progresivo y se desarrolla 

entre la primera y la segunda semana siguientes a la agresión neuronal (Lieberman 

1971 , Mc11wain 2005). Sin embargo, para el caso particular de la intoxicación con Kh, 

este fenómeno se presenta mucho más rápido, porque se administraron dosis 

altas del fruto (Padrón 1956). Por lo tanto, es posible que las CP que observamos en 

las ratas sin neuropatía (11), se encontraran en una fase de alteración más 

avanzada, en la que el número de células N-111 y N-IV fue mayor con respecto al 

de N-11 (Fig. 8C). 

En el grupo de ratas con paresia (111), continúa la disminución de células 

N-1, hay presencia de células N-11 y las células N-111 llegan a su pico máximo. 

Esta tendencia cambia en el grupo de ratas con parálisis (IV), mientras que las 

N-111 disminuyen, las N-11 aumentan. Una posible explicación a este fenómeno 

pudiera ser, que las neuronas dañadas N-111, tuvieran la capacidad de 

recuperarse y pasar a N-11. En los resultados del grupo de ratas con recuperación 

(V), también se observó esta tendencia, en donde el número de neuronas N-111 

disminuye aún más, mientras que el número de neuronas N-1 y N-11 presentaron 

un aumento progresivo, de tal manera que pudiera indicar una posible 
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recuperación de las alteraciones neuronales inducidas por la administración del 

fruto de Kh. 

Como ya se mencionó anteriormente, existe una disminución del número 

total de CP, lo cual se manifiesta por una ausencia de estas células en algunos 

de los sitios observados. Al analizar la CG en la corteza cerebelosa teñida con 

VC, sólo en el grupo de ratas con parálisis (IV) se detectaron células que 

parecen corresponder a las CP (Fig. 70). Sin embargo, con los datos con que 

contamos, no es posible explicar si estos espacios son originados por un cambio 

de ubicación de las CP hacia la CG, ya que para comprobar esto, es necesario 

realizar un marcaje específico para CP. 

En el puente, así como en la médula espinal, se encuentran neuronas 

directamente relacionadas con la motricidad y coordinación del movimiento. 

Padrón (1956) describe que durante la intoxicación aguda con el fruto de Kh en 

conejos, las neuronas de la médula espinal y del puente se observaron de la 

siguiente manera: "En muchas células el núcleo se vio considerablemente 

disminuido de tamaño y arrugado o transformado en vesículas grandes y claras, 

con la cromatina aglutinada en forma de bandas basófilas que unían al núcleo a 

la membrana. Finalmente aparecía disuelto en el citoplasma"; estas 

descripciones parecen indicar la presencia de apoptosis y aunque este término 

no se conocía en esa época, la descripción morfológica de Padrón detalla este 

fenómeno. Estas características morfológicas no se observaron en el presente 

trabajo en ninguna de las regiones analizadas. Esto pudiera deberse a que la 

dosis tóxica total del fruto se fraccionó en varias dosis para su administración en 

un lapso de 14 días. Por otra parte en esta investigación se describió la 

presencia de neuronas en fase de cromatólisis, el cual es un mecanismo de 

protección que se presenta después de una agresión neuronal. Esta reacción se 

ha descrito principalmente en neuronas que presentan una interrupción de la 
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continuidad del axón, en donde la primera reacción del soma se caracteriza por 

la agrupación de la sustancia de Nissl y migración de esta a la periferia celular y 

por último, el núcleo adopta una localización excéntrica (Schwab 1996). 

En los núcleos corticopontocerebelosos se llevan a cabo funciones 

relacionadas con el equilibrio, de esta manera se pudiera explicar en parte, la 

falta de coordinación observada en las ratas intoxicadas. Otra región relacionada 

con la coordinación y regulación del movimiento son los tractos 

corticopontocerebelosos (Afifi 1999); en este estudio no se observó pérdida de la 

mielina como sucede en el SNP (Saiazar 2006), únicamente se observaron 

alteraciones morfológicas en los axones de estos tractos, desde el grupo de 

ratas sin neuropatía (11) hasta el grupo de ratas con recuperación 0/). Algunos 

axones de estos tractos nerviosos provienen de las neuronas de los núcleos 

corticopontocerebelosos, por lo tanto es posible que debido a las alteraciones 

descritas del axón (Fig. 11 B-E), se inicie el fenómeno de cromatólisis en las 

neuronas de estos núcleos y esas alteraciones repercutan en la falta de 

coordinación previa a la presencia de parálisis en las ratas intoxicadas. 

Aunque no se observó necrosis, cuerpos apoptósicos o positividad al 

TUNEL en las regiones del SNC evaluadas, es importante realizar un análisis a 

tiempos más cortos post-intoxicación, debido a que se ha reportado que 24 

horas después de haber administrado el fruto de Kh en una dosis elevada 

(intoxicación aguda), se observaron alteraciones como hipercromasia y muerte 

celular (Ortiz 1992). La evaluación en este estudio se realizó en periodos que varían 

entre 1 O y 50 días, por lo tanto, es importante realizar estudios entre cada uno de 

los tiempos de observación. Además, llama la atención que en el grupo de ratas 

con recuperación (V) continúa la presencia de alteraciones morfológicas en el 

SNC; ante esta situación, queda la incertidumbre de saber si estas alteraciones 

se resolverán en forma total o parcial, que pudieran dejar secuelas neurológicas 
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en el individuo a largo plazo. Por lo tanto, también es importante analizar el curso 

de estas alteraciones en el Sistema Nervioso en tiempos más prolongados a los 

evaluados en este estudio. 

Con la información obtenida en este estudio, se observó que durante la 

intoxicación crónica con el fruto de Karwinskia humboldtiana, no solamente se 

afectan las vainas de mielina y los axones del Sistema Nervioso Periférico como 

se ha demostrado (Salazar 200s), sino que también se producen alteraciones severas 

en las neuronas del Sistema Nervioso Central, en las regiones evaluadas. 

4.2. CONCLUSIÓN. 

Con base en los resultados obtenidos, se demuestra la existencia de 

alteraciones de diferente magnitud en neuronas y axones del cerebro (corteza 

motora), cerebelo (corteza cerebelosa), puente (núcleos vestibulares, tractos 

corticopontocerebelosos) y médula espinal (astas anteriores), del Sistema 

Nervioso Central, que pudieran contribuir al desarrollo de la polineuropatía 

característica de esta intoxicación. 

4.3. PERSPECTIVAS. 

Con el fin de caracterizar en forma integral la intoxicación producida por el 

fruto de la Kh, se propone que en este mismo modelo, se estudien las 

alteraciones morfológicas a diferentes tiempos entre cada una de las etapas ya 

descritas para esta intoxicación, tanto a nivel central como periférico. Así mismo, 

es muy importante investigar la persistencia de estas alteraciones después de 
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que ocurre la recuperación del paciente. Por otro lado, no hay que olvidar que 

existen factores bioquímicos y moleculares que intervienen en la generación de 

las alteraciones aquí descritas, mismos que también deben ser investigados. 

Conforme se vaya obteniendo esta información será posible obtener 

conclusiones y dar inicio a la búsqueda de los mecanismos subyacentes a estas 

alteraciones, que posteriormente den lugar a la generación de posibles 

tratamientos para esta intoxicación o incluso a extrapolarse a otras neuropatías 

desmielinizantes, ya que lo único que se puede ofrecer a estos pacientes hasta 

el momento, son tratamientos de sostén y rehabilitación. 
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CAPITULO 6 

APÉNDICE. 

Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Vodelo de 
Polineuropatia Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 

6.1. Tinción de rutina con hematoxilina y eosina. 

TÉCNICA: Cortes de parafina de 1 O µm. 

EQUIPO: Vasos coplin, estufa a 60ºC. 

REACTIVOS: 
Hematoxilina de Gil/: 
Agua destilada . ..................... 730 ml. 
Etilenglicol. ........................... 250 ml. 
Hematoxilina anhidra (polvo).... 2.0 g. 
Yodato de sodio. . . .... . .. .. .... .. . . 0.2 g. 
Sulfato de aluminio. ... .... ..... ... 17.6 g. 
Ácido acético glacial. ... ...... ... . 2.0 ml. 
Filtrar antes de usar por primera vez. 

Eosina (Solución stock concentrada): 
Eosina amarillenta. . . . . . . . . . . . . . . . . 1.0 g. 
Agua destilada ...................... 20 ml. 
Etanol al 96%. .. . . .. .. . .. .. .. .. .. . . . 80 ml. 

Solución de trabajo: 
Solución stock. .. .. . . ... .. .. . . ... .. . 25 ml. 
Etanol al 80%. .. . . . . .. .. . . . . . .. .. .. . 74.5 ml. 
Ácido acético glacial. . . . . . . . . . .. .. 0.5 ml. 

Alcohol ácido: 
Etanol al 70%. .. .. .. .. . .. .. .. .. .. . .. 99 ml. 
Ácido clorhídrico concentrado. . 1.0 ml. 

Agua amoniacal: 
Hidróxido de amonio. .. . . .. . .. .. .. 99 ml. 
Agua destilada. . . .. . . .. .. . .. . . .. . . . . 1.0 ml. 

isto og1a 
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PROCEDIMIENTO: 
1. Desparafinar y rehidratar los cortes de la siguiente manera: 

a) Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa a 60ºC. 
b) Xilol. .. . . . . . .. . . . . .. . .. .. . . . . 5 minutos. 
c) Etanol-xilol . . . . . . ... ... . . . . 2 minutos. 
d) Etanol absoluto. . . . . . . . . . 2 minutos. 
e) Alcohol 96%. . . . . .. . . . . . . . 2 minutos. 

isto ogía 

f) Agua destilada. . . . . . . . . . . 2 minutos (inmersión y movimientos 
lentos). 

Nota: Limpiar la superficie de la hematoxilina con un papel, para remover las 
partículas oxidadas. Quitar el exceso de agua de las laminillas antes de 
sumergirlas en hematoxilina. 

2. Tinción con hematoxilina: 
a) Hematoxilina . ........... . . 
b) Agua corriente . .......... . 
c) Alcohol ácido . ........... . 
d) Agua corriente . ......... . 
e) Agua amoniacal. ....... . 
f) Agua corriente . ......... . 

2 minutos. 
2 inmersiones lentas. 
1 inmersión rápida . 
2 inmersiones rápidas. 
1 inmersión rápida. 
2 inmersiones. 

Nota: Eliminar el exceso de agua de las laminillas antes de sumergirlas en 
eosina. 

3. Tinción con eosina: 
a) Eosina (solución trabajo). 
b) Etanol 96% . ... ........... . 
c) Etanol 96% . .. . ........... . 
d) Etanol absoluto . ........ . 
e) Etanol-xilol (50%) .. .... . 
f) Xilol. .. ................ ..... . 

Montar los cortes teñidos con entellan. 

1 minuto. 
1 inmersión rápida. 
2 minutos. 
2 minutos x 2 cambios. 
2 minutos. 
2 minutos x 2 cambios. 
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6.2. Tinción con violeta de Cresilo. 

SECCIONES: Cortes de parafina de 1 O µm. 

EQUIPO: Vasos coplin, estufa a 60ºC. 

REACTIVOS: 
Reactivo de tinción (solución AJ: 
Violeta de cresilo . .................. 0.5 g. 
Agua destilada. . ..................... 100 ml. 

Solución diferenciadora (solución B): 
Ácido acético glacial. . . . . . . . . . . . . . 250 µl. 
Alcohol. . . . . . . . . . . . . .. . .. . . . . . . .. . . . . . 100 ml. 

PROCEDIMIENTO: 
1. Desparafinar y rehidratar los cortes de la siguiente manera: 

a. Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa a 60ºC. 
b. Xilol. . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 minutos. 
c. Etanol-xilol . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 minutos. 
d. Etanol absoluto. . . . . . . . . . . 2 minutos. 
e. Alcohol 96%. . . . . . . . . . . . . . . 2 minutos. 

flL-__ 
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f. Agua destilada. . . . . . . . . . . . 2 minutos (inmersión y movimientos 
lentos). 

2. Sumergir en solución A de 10-20 minutos. 
3. Enjuagar en agua destilada. 
4. Diferenciar en solución B de 4-8 segundos. 
5. Deshidratación y aclaramiento 

a. Etanol 96% ............... . 
b. Etanol 96% . .............. . 
c. Etanol absoluto . ......... . 
d. Etanol-xilol (50%) . ...... . 
e. Xilol. ........................ . 

Nota: Repetir los pasos 4 y 5 en 
muestra. 

1 inmersión rápida. 
2 minutos. 
2 minutos x 2 cambios. 
3 minutos. 
2 minutos x 2 cambios. 

caso de ser necesario diferenciar 

6. Montar los cortes teñidos con entellan. 

RESULTADOS: 
Sustancia de Nissl. ................. Morado-azul oscuro 
Neuronas. . . . . . .. . .. . .. . . . . . . . . . . . . . . . Morado pálido- azul 
Núcleos celulares. . . . . . . . . . . . . . . . . . azul. 

más la 
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6.3. Tinción Klüver-Barrera con Azul luxol rápido. 

SECCIONES: Cortes de parafina de 1 O µm. 

EQUIPO: Vasos coplin, estufa a 60ºC. 

REACTIVOS: 
Luxo/ rápido (Solución AJ: 
Azul luxol. ................................ . 
Metanol absoluto. .. .................. .. 
Ácido acético al 10% . ................ . 
Mezcla y filtra. 

1.0 g. 
1000 ml. 
5 ml. 

Reactivo diferenciador 1 (solución BJ: 
Carbonato de litio. .. ............ .... . .. . 0.05 g .. 
Agua destilada. . .. .. .. .. .. .... .. . . . .. . .. . 100 ml. 

Reactivo diferenciador 2 (solución C): 
Alcohol absoluto al 95%. 

Reactivo de tinción (solución D): 
Violeta de Cresilo . ..................... . 
Agua destilada . ........................ .. 

0.5 g .. 
100 ml. 

Reactivo diferenciador- 3 (solución E): 
Alcohol. . .. . .. .. .. .. . .. .. . .. .. .. .. . .. .. .. .. . 100 ml.. 
Ácido acético glacial. .. . .. .. .. . .. .. . .. . 250 µL. 

PROCEDIMIENTO: 
1 . Desparafinar y rehid ratar los cortes de la siguiente manera: 

a. Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa a 60ºC. 
b. Xilol. .. . . .. . . . .. . .. . . .. .. .. .. 5 minutos. 
c. Etanol-xilo .. ... . ... . . . ... . 2 minutos. 
d. Etanol absoluto. ... ... ... 2 minutos. 
e. Alcohol 96%. . . . . . . . .. . .. . 2 minutos. 
f . Agua destilada. . . . . . . . . . . 2 minutos (inmersión y movimientos 

lentos). 

2. Sumergir en solución A por 2 horas a 60ºC, o 37°C toda la noche. 
3. Enjuagar en alcohol al 70%. 
4. Enjuagar en agua corriente. 
5. Diferenciar en solución B hasta distinguir la sustancia blanca y gris 

claramente y sumergir rápidamente en solución C. 
6. Enjuagar en agua corriente. 
7. Verificar la diferenciación al microscopio y repetir paso 5 si es necesario. 
8. Sumergir en solución D de 10-20 minutos. 
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9. Enjuagar en agua corriente. 
1 O. Sumergir en solución E de 4-8 segundos. 
11. Deshidratación: 

a. Etanol 96% . .............. . 
b. Etanol 96% . .............. . 
c. Etanol absoluto . ........ . 
d. Etanol-xilol ................ . 
e. Xilol. ....................... . 
f. Observar al microscopio. 

1 inmersión rápida. 
2 minutos. 
2 minutos x 2 cambios. 
3 minutos. 
2 minutos x 2 cambios. 

12. Montar los cortes teñidos con entellan. 

RESULTADOS: 
Mielina . ........ . ........................ . 
Células .................................. . 

Azul intenso. 
Violeta/rosa. 

1sto ogia 



Evaluación Histológica del Encéfalo y Médula Espinal en un Modelo de 
Polineuropat a Causada por el Fruto de Karwinskia humboldtiana en Rata Wistar. 1sto og1a 

6.4. Impregnación con plata por el método Marsland, Glees y Erlckson. 

SECCIONES: Cortes de parafina de 1 O µm. 

EQUIPO: Vasos coplin, estufa a 60ºC. 

REACTIVOS: 
Nitrato de plata (Solución A): 
Nitrato de plata . ......................... . 
Agua destilada . ........................ .. 

Fijador. (solución B): 
Formaldehido . ........................... . 
Agua destilada . ......................... . 

6.0 g. 
30 ml. 

5 ml .. 
45 ml. 

Nitrato de plata amoniacal (solución O): 
Solución A. . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . 30 ml. 
Etanol absoluto. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20 ml. 
Añadir hidróxido de amonio concentrado gota a gota hasta disolución del 
precipitado. 

Fijador. de tiosulfato (solución D): 
Tiosulfato de sodio . ... .................. . 
Agua destilada . ................ . ........ . 

PROCEDIMIENTO: 

5 g .. 
45 ml. 

1. Desparafinar y rehidratar los cortes de la siguiente manera: 
a. Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa a 60ºC. 
b. Xilol. . . . . . . . . .. . . . . .. . . . . . . .. 5 minutos. 
c. Etanol-xilol . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 minutos. 
d. Etanol absoluto. . . . . .. . .. 2 minutos. 
e. Alcohol 96%. ... .. . ... .. .. 2 minutos. 
f. Agua destilada. . . . . . . . . . . 2 minutos (inmersión y movimientos 

lentos). 

2. Sumergir en solución A por 45 minutos o hasta que adquieran color 
amarillento .. 

3. Sumergir en solución B 15 segundos o hasta que adquieran un color café. 
4. Sumergir en solución C de 30 segundos. 
5. Sumergir en solución B 1-2 minutos. 
6. Examinar al microscopio y si es necesario repetir pasos 3 y 4. 
7. Enjuagar en agua desionizada. 
8. Fijar la reacción con solución solución D de 1-5 minutos. 
9. Enjuagar con agua desionizada. 
1 O. Deshidratación: 

a. Etanol 96% . .............. . 
b. Etanol 96% . .............. . 

1 inmersión rápida. 
2 minutos. 
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c. Etanol absoluto . ........ . 2 minutos x 2 cambios. 
d. Etanol-xilol (50%) . ..... . 3 minutos. 
e. Xilol. ....................... . 2 minutos x 2 cambios. 
f. Observar al microscopio. 

11. Montar los cortes teñidos con entellan. 

RESULTADOS: 
Axones y núcleos . ................... . 
Fondo . ... ................................ . 

café oscuro/negro. 
amarillento. 
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6.5. Técnica de TUNEL para evaluación de apoptosis. 

CONTROLES: 

Positivo. Cortes tratados con nucleasa para inducir la fragmentación del DNA. 

Negativo. Se empleó agua destilada en lugar de la enzima TDT. 

SECCIONES: incluidas en parafina y cortes de 6 µm. 

REACTIVOS 

PBS 10X 
* Para preparar 100 mL 
NaCI 
KCI 
Na2HPO4 
KH2PO4 
Ajustar pH a 7 .2 
Almacenar a 4 ºC. 

PBS1X 
Para preparar 500 mL 
PBS10X 
Agua destilada 
Ajustar pH a 7.2 
Almacenar a 4 ºC. 

PROCEDIMIENTO 

8 g. 
0.2 g. 
1.44 g. 
0.24 g. 

50 mL 
450mL 

1.- Colocar los cortes en estufa a 57ºC, 5 min. 
2.- Pasar cortes a 2 cambios de xilol 5 min c/u . 
3.- Hidratar en alcoholes 100%, 95 % y 70%, 5 min c/u. 
4.- Sumergir en PBS 1 X, 2 cambios 5 min c/u. 

NO PERMITIR QUE LOS CORTES SE SEQUEN. 

Protocolo del kit. 
1.- Sumergir las muestras en PBS 1 X 1 Omina Temperatura Ambiente (TA). 

* Secar cuidadosamente alrededor de la muestra. 

, 

2.- Cubrir con 50 µUmuestra de solución de proteinasa K, incubar de 15 a 30 
min. a 37ºC. 

3.- Lavar 2 veces en agua desionizada 2 min c/u. 
4.- Sumergir las muestras en solución bloqueadora por 5 min (NO más) a TA 5.

Lavar las muestras en PBS 1 X, 1 min. 
6.- Sumergir en Buffer TDT 1 X, 5 min. 
7.- Cubrir la muestra con 50 µL de mezcla de reacción de marcaje e incubar de 

30 a 60 min. a 37ºC en cámara húmeda. 
8.- Sumergir en Buffer Stop TDT 1 X, 5 minutos a temperatura ambiente 
9.- Lavar 2 veces en PBS 1X 2 min c/u a TA. 
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10.- Cubrir la muestra con 50 µL de solución Strep-HRP e incubar 1 O min. 37 ºC 
11.- Lavar 2 veces en PBS 1X 2 min c/u. 
12.- Sumergir en solución de diaminobencidina de 2 a 7 min. 
13.- Lavar en varios cambios de agua desionizada 2 min c/u. 

Contratinción 
1.- Sumergir las muestras en agua desionizada por 2 min. 
2.- Sumergir las muestras de 5 segundos a 5 min. en verde de metilo. 
3.- Lavar las muestras en forma consecutiva sumergiéndolas 1 O veces en cada 

uno: 
- Agua desionizada. 
- Etanol 70 %, 2 cambios. 
- Etanol 95 %, 2 cambios. 
- Etanol 100 %, 2 cambios. 
- Xilol 2 cambios. 

4.- Limpie el exceso de xilol 
5.- Montar y almacenar en oscuridad. 

lnmunohistoquimica (TUNELJ. 

La técnica de TUNEL se determinó utilizando el kit TACS™ 2 TdT In Situ 
Apoptosis Detection de T revigen®, las soluciones marcadas con * se deben 
preparar no más de 30 minutos antes de usarse. 

Solución de proteinasa K. 

Agua desionizada 
Proteinasa K 

2 muestras 
100 µl 

2 µL 

Solución bloqueadora: 
Metano! 
Peróxido de Hidrógeno 30% 

4 muestras 
200 µL 

4µL 

45mL 
5mL 

Solución de Buffer, de marcaje TDT 1 X 
- Diluir el buffer TDT 1 O X utilizando agua destilada. 
- Use 50 mL de Buffer TDT 1 X para procesar de 1 a 1 O muestras 

10 muestras 
500 µL 

10 µL 

- Separe una alícuota de 50 µL por muestra para preparar la mezcla de reacción 
de marcaje (paso 7), y almacenar en hielo 

Mezcla de Reacción de Marcaje 
- Descongele la mezcla de TDT y dNTP a TA, colóquela en hielo 
- Para mantener la actividad óptima de la enzima saque del refrigerador el tubo 

de la enzima solo el tiempo necesario para tomar el volumen. 
- Mantenga la mezcla en hielo. 
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- Prepare 50 µL por muestra de la manera siguiente: 

Mezcla de TDT dNTP 
Stock Catiónica 50 X 
Enzima TDT 
Buffer de marcaje TDT 1X 

Buffer, Stop TDT, 1X 

2 muestras 
2 µL 
2 µL 
2 µL 
100µL 

4 muestras 
4 µL 
4µL 
4µL 

200µL 

isto og1a 

10 muestras 
10 µL 
10 µL 
10 µL 

500 µL 

- Diluir el buffer stop TDT 1 O X utilizando agua destilada, almacenar a 
temperatura ambiente. 
Use 50 ml de buffer stop TDT 1 X para procesar de 1 a 1 O muestras. 

Buffer Stop TDT 1X 
Agua desionizada 

Solución Strep-HRP 

5ml 
45ml 

- Use 50 µL Solución Strep-HRP por muestra 
- Almacene la solución a temperatura ambiente. 
- Para preparar añada: 

PBS 1 X 
Strep-HRP 

2 muestras 
100 µL 

2 µL 

Solución de DAS 

4 muestras 
200 µL 

4µL 

10 muestras 
500 µL 
10 µL 

- Descongele DAB a 37 ºc. Almacene a temperatura ambiente NO en • hielo, 
precipita la solución DAB. 
- Prepare la solución no más de 30 minutos antes de usarla. 
- Use 50 ml de solución DAB para procesar de 1 a 10 muestras. 
- Para preparar añada: 

PBS 1 X 
DAB 
H202 30% 
DAB Enhancer 

Verde de metilo 1 % 

50 ml 
250 µL 
50 µL 

25 µL 

- Esta listo para usarse, Puede re-usarse, almacene en recipiente cerrado, si 
precipita, filtre. 
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