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Proposito y Método de Estudio: La K. humbaldtiana es un arbusto venenaso, cuyo fruto al ser
ingenido, es capaz de producir una pardlisis fldccida simétrica y ascendente que se confunde
facilmente con Sindrome de Guillain-Barr¢, lo que frecuentemente conduce a diagndsticos
errdneos. Histologicamente la lesion se describe como desmielinizacion segmentana
acompafiada de degeneracidn Walleriana, sin que se conozca el mecanismo que la produce.
Llama la atencion que la [iterutura no menciona la presencia de infiltrado celulac en esta lesion,
ni tampoco se ha reportado !a presencia de inmunoglobulinas séricas dirigidas contra alguno de
los camponentes de la mielina. Por lo anterior, se¢ considerd muy importante realizar una
investigacion sistemdtica, para buscar la presencia de infiltrado celular en nervio cidtico y de
inmunoglobulinas séricas dingidas contra proteinas de fa nuelina, en ratas intoxicadas por VO
con el fruto de la K. Aumboldtiana. Por lo tanto, se generd un modelo de polineuropatia inducida
con K. humboldiiana en ratas en el que se reproducen las etapas de la polineurcaptia: sin
neuropatia (24 dias), paresia (48 dias), pardlisis (58 dias) y recuperacion (112 dias) y en ratas sin
tratar. Los nervios cidticos se tifieron con técnicas de rutina y técnicas especiales. Se investigo
por Wester Blot la presencia de [gM e IgG sérica dirigida contra prateinas de la mielina en ratas
tratadas.

Contribuciones y Conclusiones: Las contribuciones importantes fueron el desarrollo del
modelo de neuropatiz, la presencia de infiltrado celular y la presencia de inmunoglobulinas
séricas dirigidas contra proteinas de la miclina resultados que no habian sido reportados hasta
ahora. Con base en los resultados se concluye que los mastocitos, linfocitos T CD4" e
inmunoglobulinas participan en el proceso de desmielinizacion, por lo que se confirma la
intervencion de componentes del sistema inmune en las diferentes etapas de ta polineuropatia
causada por el fruto de la K. Aumboldriana.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El sistema nervioso peniférico (SNP) esta formado por ganglios y un conjunto
de nervios motores y nervios sensitivos que en la cara ventral y dorsal de la médula
espinal, establecen la red de comunicacidn entre €l sistema nervioso central (SNC) y

las diferentes estructuras en e| organismo.

El SNP sc divide en somdico que controla las actividades voluntarias y en
auténomo que se encarga de regular las actividades involuntanas. Por lo tanto, la
funcion principal del SNP es la conduccion de informacién sensorial al SNC y de

drdenes motoras a través de fibras nerviosas a los drganos efectores como el

mdsculo. ¢ 2



Los nervios periféricos son haces de fibras perviosas que transmiten la
informacién como impulsos nerviosos en un sentido por medio de los axones, que a
partir de 0.7 ym de didmetro estdn rodeados por vainas de mielina producidas por
diferenciacidn y enrollamiento de la membrana plasmética de la célula de Schwaon
sobre un segmento del ax6n®. La vaina de mielina permite la propagacidn rdpida de
los potenciales de accion a lo largo de los axones que rodea, la vaina de mielina
depende de interacciones intercelulares no sélo durante su formacidn, sino también a
través de toda la vida y durante los procesos patoldgicos que afectan al axdn o a la
¢élula de Schwann . Ademds, se propone que la vaina de miclina pacticipa en el
mantenimiento de la homeostasis i0nica, en la proteccidn y pasiblemente en apoyo

metabdlico de los axones®.

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

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



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

afecte al nervio.

A la neuropatia periférica también se le ha descrito como una neuritis 5in que
este término se relacione especificamente con inflamacion, en ¢lla se presentan en
forma aislada o conjunta sintomas motores, sensitivos, reflejos o vasomotores, no
obstante, la neuritis se define como un proceso o afeccidon inflamatoria y
degenerativa de uno o varios nervios. Otro de los términos utilizados, es el de
polineuritis que se refiere como un sindrome que afecta al sistema nervioso

periférico que tiende a ser simétrico, bilateral y de predominio distal’®?”.

La neuropatia periférica puede ser clasificada de acuerdo al tipo de mervio
afectado (motor, sensitivo 0 auténomo), a la localizacién anatémica como
mononeuropatia si la lesion ocurre en un solo pervio, polineuropatia si ocurre €n
varias 4reas y principalmeate en varios nervios, neuropatia simétrica si afecta dreas
iguales a ambos |ados del cuerpo, radiculopalia si afecta a las rices nerviosas y

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

Aunque son muchos los procesos patologicos que pueden lesionar al pervio

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



Desmielinizacion segmentaria si ¢xiste destruccién primana de la vaina de
mielina, sin dafio al axén lo que resulta en una disminucién o bloqueo de la
conduccion nerviosa, Sin embargo, puede ocurrir remielinizacién y la recuperacion
completa. El término de desmielinizacién secundaria se utiliza para describir
desmiclinizacidén en presencia de anormalidades axonales. La degemeraciém
Walleriana ocurre cuando se secciona ¢l axén o cuando s¢ destruye a la neurona.
Las c€lulas de Schwana proliferan distalmente al corte y puede producirse
regeneracion axonal. Degeneracién axonal retrograda implica una alteracidn
metabdlica de la neurona que se manifiesta como muerte de ta porcién distal del
axon. Adicionalmente, puede presentarse desmielinizacién secundaria proximal a la

porcidn intacta del axdn atr6fico'®.

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

formas muy diversas.

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

mondxido de carbono, etc.) y por plantas como la K. humboldtiana (coyetillo o

tullidora)™. & #12)



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

% (Figura 1).

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



El fruto maduro de la tullidora es de color violeta obscuro, de sabor dulce, que
al ser cansumido es capaz de producir una pardlisis, fldccida simétrica, progresiva y
ascendente que en los casos graves puedc ocurrir [a muerte por pardlisis butbar™V,
Na obstante, se han reportado pacientes con pardlisis de miembros inferiores que
desarrollan insuficiencia respiratoria que pon¢ en peligro [a vida ¢ incluso provoca (a

muette antes de que aparezca la paridlisis de los muisculos intercostales 2.

Es importante destacar que, cuando se ingieren grandes cantidades del fruto, la
muerte puede ocurrir por dafio pulmonar y hepdtico grave en un lapso de 24 a3 48

h® | sin que se presente el cuadro neuroldgico caracteristico de esta intoxicacign!’ '*

9

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

dafio si consumian el fruto sin semillas, ya que es alli donde se localiza €l téxico™”,

Otras citas datan de finales del siglo IXX por los doctores Secundino Sosa y
Carlos Cuilty en 1887 y por el doctor Manuel Godoy y Alvarez en 189047 1820, Ty
era la importarcia de esta intoxicacion que en 1895 el poeta Potosino Manuel José
Othén describid los efectos paralizantes de la K, hAumboldtiana en su cuento

intitulado “El Pastor Gorydon™.



Uno de los reportes que contribuy6 en forma importante a (a clinica fue hecho
por €l Dr. Castillo Ndjera en 1918, donde describe la intoxicacién que sufrieron 106
soldados de la Division del Norte en Guaymas Sonora y en donde murieron mds del

20%, €l practicé tres autopsias y encontré Unicameate dafo en los nervios

periférico™®.

El principio toéxico de la K. humboldtiana se encuentra conteaido
principalmente en las semillas de donde se aislaron originalmente cuatro
antracenonas diméricas que se clasificaron segiin su peso molecular como: T-496, T-

514, T-516 y T-544, a las que se les considend como neurotoxinas™ (Figura 2).
OH O OH OH OH O

" ,OH

T-514
Dafo pulmén, higado y rifidn

T-344 Paratisis

Figura 2, Toxinas aisladas del frutc de {a K. humboldtiana (tullidora) y sus efectos en
diferentes especies de animales. Dreyer D.L. y cols, J. Am. Soc, 97.49854990.
1975%%, Bermiidez y cols. Toxicon 30:1493-1493. 199257



El contenido de las toxinas en ¢l fruto varia segiin la regién geogrifica de la

que procedan, el tiempo en que se recolecta el fruto, las condiciones de humedad, del

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

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

los que también se les ha considerado como t6xicos™ 2,

En estudios de toxicidad aguda realizados con ¢l fruto de la K. hwmnboldtiana en
diferentes especies animales se encontraron lesiones severas, principalmente en

higado y pulmén y de menor magnitud en el nfidn.

Cabe destacar, que en el pulménr se observaron diferentes grados de congestion
venocapilar intersticial, edema, hemorragia e infiltrado celular consistente en
polimorfonucleares y linfocitos. Las lesiones caracteristicas en €l higado fucron
necrosis ceatrilobulillar, esieatosis de gota fina y congestion venocapilar y
sinusoidal. Ademds, en ¢l niién se presenté degeneracion fidrdpica tubular y en
algunos casos tumefaccidn turbia, mientras que en el nervio periférico no se encontrd
dafio. Por lo tanta, se cunsiderd a las toxinas contenidas en el fruto como las

responsables de la muerte en ¢stos casos & @,



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

pulmonar y hepética similar a la observada con la T-514 & 7,

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

Mexicana 9.

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

tiempo de evolucion puede ser de 6 meses a un afio ©7 332,
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No existe hasta la fecha un tratamiento especifico y ¢l manejo de los pacientes
€s similar al de otras palineuropatias como €l Sindrome de Guillain-Barré (SGB), es
decir sintomdtico, de sostén y rehabilitacién® 3, S§i el paciente no recibe
rehabilitacion se producen deformidades debidas a la atrofia muscular per

inactividad, que depende de la extensidn y gravedad del ataque inicial o 1h1821.3)

Histoldgicarnente la lesion neurolégica ha sido identificada como
desmielinizacion segmentaria primaria acompaiada de degeneracidn Walleriana, en
la que puede observarse micro y macrovacuolizacidn en las vainas de mielina, asi

como restos de miefina fagocitados por tas células de Schwann®® 3439,

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

resumirdn en forma breve en los pdrrafos siguientes.

En diversos estudios neurofisiolégicos én animales, se han reportado
alteraciones en la velocidad e incluso bloguea en la conduccidn nerviosa asf como,
denervacion muscular. Se sugiere que estos cambios pudieran ser los responsables de
la pardlisis ® 7. Por microscopia electronica se corroborS ¢l dafio al nervio ya
observado por microscopia de luz y ademds se encontrG lesion en las células de

Schwasn, degeneracidén mitocondrial y deplecién de glucogeno™™.

En cstudios bioquimicos ir vitro, se reportaron modificaciones en la

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



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

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

Por otra parte, se cuantificaron por densitometria las proteinas de la mielina de
nervios motares y cutdneos de gatos tratados con extracto etéreo del fruto de la K.
humboldtiana. En este estudio las proteinas especificas 1a mielina disqunuyeron en
un 50% en los nervios motores y en los nervios cutdneos la disminucién fue menor
del 25%. Dichos cambios se presentaron principalmente en las regiones m4s distales,
ademds, se presenté un aumento en la proteina de 68 KDa que corresponde a los
neurofitamentos de 100 A. A raiz de estos resultados se sugiere que las toxinas son
captadas por las terminales nerviosas motoras por endocitosis® “?, En gatos se
reportd alteracion en ¢l transporte axonal de proteinas después de [u administracion
intraneural de la T-544 (tullidinol), esto también se observé después de la

administracién por V.Q“.

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

depresion en la sintesis de proteinas bdsicas y proteolipidos de |la mielina™ 4599,

También se ha propuesto que el dafio inicia en la célula de Schwana por
cambios metabélicos y alteracion de las enzimas lisosomales®", otra de las hipétesis
sugirié que la pardlisis resulta del bloqueo total del impulso pervioso y denervacidn

muscular.
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Ademds, también se ha reportado que las toxinas de este arbusto afectan
selectivamente a Jas fibras motoras gruesas, lo que hace improbable que las células
de Schwann sean primanamente afectadas®™ 9, A pesar de la informacidn obtenida
hasta ahora, ain se desconoce el mecanismo por el cual las toxinas de la K.

humboldtiana causan desmielinizacién.

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

a esta intoxicacién como una de las etiologias del SGB ¢**7,

En el SGB y en la intoxicacidn por K. humboldtiana se presenta un cuadro
prudrémico caracterizado por afeccién de vias respiratorias superiores similar a una
gripe, también puede preseatarse diarrea € incluso vémito®? ¥, Posteriormente, ¢l
problema neurolégico inicia con debilidad de miembros inferiores que progresa hasta
el desarrollo de pardlisis fldccida simétrica y ascendente, pueden cursar con
compromiso respiratono de [eve a severo y en muchos de {os casos puede requerirse
de respiracién asistida. Ademds, en ambas enfermedades se conserva el control de
esfinteres, (a sensibilidad al tacto, al dolor y a la temperatura. Tambidn se gbserva

pérdida de los reflejos osteotendinosos profundos, disfonia y disfagia " %7,
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Frecuentemente, en el SGB se encuentran afectados 108 pares craneales,
situacién que mo es comun observarla en la intoxicacién con la K. khumboldtiana, no
obstanle, se han reportado casos e intoxicacion en los que se ven afectados los pares
craneales™ %), Se tiene conocimiento del caso de una paciente intoxicada con la XK.
humboldtiana que desarrollé pardlisis descendente, asimétrica y paresia facial
bilateral, ademds de dos nifios intoxicados con la K. johnstonii Ferndndez que

también presentaron afeccion de pares craneales %3 %,

Las diferencias entre éstos dos padecimicntos radican pracipalmente en el
liquido cefalorraquideo (LCR) y cn el nervic penférico; en el LCR de pacientes con
el SGB se presenta una disociacidn albimino-citolégica®™ 3V en cambio en la

intoxicacidn por la K. humboldtiara el LCR se reporta como ponmal (& .59,

En cortes de nervio penférico se observa infiltrado celular caracterizado par
células moaonucleares, linfocitos T y macréfagos en el SGBY® 52 2! No obstante,
existe un solo reporte sobre 1a presencia de macrdfagos en el nervio periférico de

cabras principalmente cuando existe desmielinizacién severa.

Sin embargo, Charlton y Pierce sugtrieron que los macréfagos ao participan en
la generacidn del dafio a la mielina, sino que solamente se encargan de la remocidn
de los detritas celulares®. Ademds, Unicamente Padrén-Poyou y Veldzquez han
reportado en conejos intoxicados la presencia infiltrado de linfocitos en las astas
anteriores de la médula espinal™, Por su parte, Dreyer y cols. reportaron que las

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

celular consiste en células mononucleares y linfocitos®: 53,

En la fase aguda del SGB, se ha reportado la presencia de titulos altos de
IgM dirigida contra la mielina del nervio periférico, capaz de fijar
complemento®: 3% No obstante, en la intoxicacion por K. humboldtiana no se
tiene conocimiento de la participacién de anticuerpos dirigidos contra

componentes de a mielina del nervio peniférico.

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

reportado la presencia de dichas células.

Tomanda en cuenta que atin se desconoce del mecanismo de accién, por el
cual las toxinas del fruto de la K. hiwnboldtiana producen desmielinizacién en los

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

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

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

ciatico de ratas Wistar.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar la concentracién de toxinas presentes en el frute de la

K. humboldtiana por CLAR-FR.

Establecer el esquema de dosificacion del fruto de la K. humboidtiana, que
administrado por via oral, sea capaz de inducir paresia, pardlisis v

recuperacion en ratas Wistar.

Evaluar la histologia del nervio ciftico de ratas tratadas y controles sin

tratar, mediante técnicas de rutina y técnicas especiales.

Cuantificar mediante estudio morfométrico el infiltrado celular que
estuvicse presente en €l nervio cidtico de ratas tratadas y control sin tratar.

Realizar ¢l andlisis estadistico de los resultados obtenidos.

Buscar anticuerpos IgM e IgG dirigidos contra proteinas de la mielina del
nervio cidtico, en ¢l suero de las ratas Wistar intoxicadas y ratas contro}

sin tratar.,



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

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

en ¢l municipio de Hidalgo, N. L., en el afio de 1997 por e! Ing. M.C. Rubén Luj4n.

2.1.1.2 Ratas Wistar

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

de antibidticos ad {ibitwn.

13
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2.1.2 Equipo y material general

Agitador de vaivén

Agitador magnético con placa de calentamiento Corning PC101

Balanza analitica Mettler-Toledo AB204.

Balanza granataria Mettler-Toledo PB3001.

Bomba peristiltica de velocidad variable BioRad

Camara para electroforesis mini-PROTEAN II BioRad

Camara para electrotransferencia BioRad

Centrifuga Beckman Spinchrone.

Congelador White-Westighouse -20 °C

Criostato Tissue Tek

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

Cubreobjetos de vidrio

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

Microscopio Binocular Carl Zeiss®

Histoembedder Leica® R134

Histoquinette Leica® TP 1010

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

Jeringas desechables de 10 mL con aguja 20 x 32 mm

Liofilizador VIRTIS mod 6211-0120

Mallas circulares de 30, 50 y 100 zm de didgmetro de poro.

Microcentrigufa Eppendorff modelo 5415C

Microtomo Leica® RM 2025.

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

Papel filtro Whatman nimero 1

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

Pipeteador automético sigma P5925
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Portaobjetas de vidrio

Potenciémetro Beckman @ SOpHmeter

Probetas de diferentes capacidades

Rotayapor Biichii 461

Rotor de columpio Beckman SW-28, para 28,000 r.p.m.
Tubaos para ultracentrifuga de polialdmero Beckmaa.
Ultracentrifuga Beckman L5-M.

Vasos de precipitados diferentes capacidades

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

proteinas, Western Blot ¢ Inmunochistoquirmica

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

cou Peroxidasa hecho en conejo Sigma A-5795
Anticuerpo Anti-IgM de Rata conjugada

con Peroxidasa hecho en cabra Fierce 31476
Anticuerpo Anti-IgM de ratén conjugado

con Peroxidasa lecho on cabra Sigma AB786
Anticuerpo monocional Anti-mielina de

nervio penférico humano hecho en ratdn ICN 10700

Azul Brillante R Sigma B-729G

Azu| de Bromafenol Sigma B-8026
Bluxjueador de Proteinas DAKO X-0009
Cloruro de sodio (NuCl) PQM grado reactivo
Cloruro de potasio (KC1) POM grada reactivo
Diaminobencidina liquida DAKO K-3466
Fosfata de sodio ditdsico anhidro

(Na,HPQ,) Merck grada reactivo



Fosfato de potasio monobdsico
(KH,PO,)

Glicerol

Glicina

Lauril Sulfato de Sodio

Ieche en polvo sin grasa
Marcador de PM Rango amplio
Medio para montar tejido para
congelacion O.CT.

Mcmbranas de Nitrocelulosa

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

PBS (Buffer de Fosfatos)
Persulfato de Amonio

Proteina Bdsica de la Mielina de Conejo
Sacarosa

Sistema LSAB(R)2 inmunotincidn
peroxidasa

Sistema para deteccidm de proteinas
TEMED

Trizma Base (Biologia Molecular)

Trizma Bas¢ (Grado reactivo)

Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Santa Cruz
Sigma

Tissue Tek
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Dako
BioRad
Sigma
Sigma

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

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

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

2.1.4 Reactives para tinciones histolGgicas de rutina y especiales

Acido acético glacial

Acido clorhidrico (HCl 12N)
Alcoho] etilico absoluto
Alcohal etilico 96°

Alcchol isopropilico

Azul luxol

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

Eosina amarilla

ANALYTYKA
ANALYTYKA
ANALYTYKA
ANALYTYKA
ANALYTYKA
Sigma
Merck
Merck
Merck
ANALYTYKA

Grado reactivo
Grado reactivo
Grado reactivo
Grado reactivo
Grado reactivo
$614Q
115930
105670
107960



Etilenglicol

Formalina 10%

Hematoxilina anhidra

Hidréxido de amonio

Nitrato de plata AgNO,

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

Xilol

Yodato de sodio (NalQ,)

Quimik especializada
ANALYTYKA
ANALYTYKA
ANALYTYKA
Merck
ANALYTYKA
Merck

Merck
ANALYTYKA
ANALYTYKA

22

Grado reactivo

106512
105235

Grado reactivo
S4050SR
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2.2 METODOS

2.2.1 Procesamiento del fruto madara de ls X. humboldtiana

Para este estudio se utilizd fruto maduro y seco de la tullidora procedente del
municipic de Hidalgo, N. L. recolectado en 1997 por el Ing. Mc. Rubén Lujdn.
Posteriormente, se malid el fruto en un molino Thomas-WILEY, LABORATORY
MILL, modelo 4, malla 2 mm y se cribé primeramente e¢n una malla de 30 pm, el fruto
asi obtenido se ¢ribé nuevamente en una malla de 50 y 100 zm respectivamente. El fruto

yaeribado se almacend a 4 “C en un recipiente de vidrio protegido de la luz hasta su uso.

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

A 0.5 g del fruto molido y cribado se le realizaron tres extracciones con § mL de
acetato de etilo, se recuperd cada una de las fases orgdnicas se mezclaron y después se
evapord el solvente en un rotavapor Biichi 461 a 35°C. El residuo se disolvi6 en 0.5 mL
de cloroformo. El extracto se analizé por CLAR en fase reversa C18 con arreglo de
diodos de acuerdo con el método reportado por Salazar, M. L. y cols. 1996Y. Se obtuvo
del cromatograma el 4rea bajo la curva en porcentaje para el diasteroisémero de la T-514

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

normalizacién de Poole & Poole 19912,
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2.2.2 Determinacién del esquema de dosificaciéon del fruto de la K. humboldtiana

para el desarrollo del modelo experimental de polineuropatia

Para este estudio se utilizaron ratas Wistar de ambos sexos (n = 7), las cuales
previo ayuno de 6 hs recibieron por V.O. mediante una sonda esofdgica, dosis tnicas de
1.25, 1.5, 1.75, 1.76, 1.77, 1.8 y 1.9 g/Kg y una dosis de 3.5 g/Kg fraccionadaen S o7
dosis del fruto maduro de la K. humboldtiana en suspension acuosa, el grupo control
solo recibi6 el vehiculo (Figura 3). Las ratas se mantuvieron bajo condiciones estdndar
de laboratorio como ya se describié previamente y recibieron agua y alimento ad

libitum. El esquema de dosificacion fraccionada se muestra en las tablas [ y I1.

Dosis Unicas: 1.25,1.5,1.75,1.76,1.77, 1.8y 19g/Kg V.0.
Dosis Fracciopada: V.O. 3.5 g/Kg (1 dosis 1.5 + 4 dosis
0.5¢/Kg administracion individual 2 veces por semana)
suspensi6n acuosa conc. 0.2 g/mL.

(n=7)Peso 195225
ayuno 6 hs

Figura 3. Método de administracién de las dosis Gnicas y dosis fraccionada del
fruto de la K. humboldtiana V.O.
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Dosts total fracclonada | No.de [ Periodo Intervalo de

dosis en dlas : _administracién
=thc

Descanso de 10
dfas

Cada 4 dias™

*administradas en
dosis individuales

T 0 ] | 3 E P
dosls administracién

semana
administradas
en dosis
individuales

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

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

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

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

2.2.2.2 Evaluaciin clinica
Durante todo el experimento se evaluaron los siguientes manifestaciones de
intoxicacion: pileereccion, cambios en la actividad espontdnea, alteracione en los
reflejos osteotendinosos, tono muscular, debilidad, jiba, funcién respiratoria,

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

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

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

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

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

Se obtuvieron por diseccion los nervios cidticos de S5 ratas Wistar normales de
ambos sexos de forma similar a la descrita en la seccién 2.2.2.4. Los nervios se
cortaron en trozos pequeiios, se liofilizaron, se pesaron y se almacenaron al vacio a -

20 °C.

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

preparacién de reactivos pagina 124,

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

vidrio esmenlado.

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

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

mielina por decantacion y se eliming el sobrenadante.

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

obtenida se liofilizd y se almacend al vacio a -20 °C hasta su uso.
2.2.3.1 Determinacion de proteinas por el método de Bradford

Para la determinacidn del contenido de proteinas en la miclina de nervio se
siguid el método de Bradford, en donde la absorbancia mdxima de una solucién dcida
de azul brillante de Coomasie G-25) cambia de 465 nm a 595 nm cuando se une a la
proteina. La intensidad del color es directamente proporcional a la concentracién de

la proteina.

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

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

Su Us§o,

2.2.3.1.3 Carva de calibracién. Se determiné por triplicado ¢l cambio

de absorbancia a 595 nm de cada uno de los estdndares de albimina. El promedio de

estos valores fue utilizado para graficar la curva de calibracion.

[.as concentraciones de los estindares empleadas para la realizacion de la cirva

de calibracidn se describen en la tabla [II.

Protefnms | AlbGmina | Agus bidestilads Reactive de
R bl WA AL Bradford (uL) §
0.0 2000 800

Tabla [Il. Concentraciones de protelna empleadas para la
realizacion de fa curva de calibracion.

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

con dilucién 1:10 en el buffer de muestra 2x.
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2.2.3.1.5 Cdlculos. La concentracién de proteinas de la mielina fue
interpolada en la curva de calibracion obtenida al graficar el valor de absorbancia
contra la concentracién de proteina de los estdndares, los valores fucron ajustados

con €l métado de minimos cuadrados (programa estadistico del espectrofotdmetro

UV-VIS Beckman DU-7500).

2.2.4 Estudio histoldgico

2.2.4.1 Tincién de hematoxilina y eosina

Se hicieron cortes del mervio cidtico incluide en parafina de un espesor de 6 gm
con un microtomo Leica, se desparafinizaron y posteriormente se tificron con la
técnica estindar de H y E. La evaluacion morfoldgica del tejido se realizé por
microscopia de luz a 10X y 40X en un microscopio binocular Carl Zeiss®. Ver
apéndice B pdginas 125 a 127 para descripcidn detallada de la técnica y preparacién

de reactivos.

2.2.4.2 Método de Kliiver-Barrera

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

128y 129,
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2.2.4.3 Tincién de azul de toluidina

Este métoda es especifico para la deteccidn de mastocitos del tejido conectivo
presentes en nervio Cidtico. Para esta tincidn se hicieron cortes de 6 ym de espesor
del nervio cidtico incluido en parafina, posteriormente se tifieron segin el método
estindar de azul de toluidina®, la evaluacién de los cortes se realizé por
microscopia de luz como ya se describio previamente. [.a técnica se describe en el

apéndice B pdgina 130.
2.2.44 Método de Marsland-Glees y Erickson

Técnica especial de impregnacién con plata para la identificacién y evaluacién
de la integridad axonal en ¢l nervio periférico. Se hicieron cortes de 9 um de espesor
del nervio cidtico incluido en parafina tanto de las ratas tratadas como de las ratas
control. Previa desparafinizacion se procedi6 a teiiir las muestras segun el método
descrito por Marsland”. La evaluacion de los cortes se realizé por microscopia de

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

2.2.5 Estudio morfométrico
2.2.5.1 Cuantificacion de mastocitos

La cuenta de mastocitos endoneurales se realiz6 a un aumento de 40x por
microscopia de luz, en cortes de nervio cidtico teflidos con azul de toluidina y con el

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

polineuropatia y del grupo control sin tratar.
2.2.5.2 Cuantificacion de linfocitos

La cuenta de linfocitos endoneurales se realizé por microscopia de luz a un
aumento de 40x, en cortes del mervia cidtico teiiidos con el método de Kliiver-
Barrera. Fl drea observada fue de 2.0 a 3.0 mm? de nervio cidtico y se determiné
después de medir el ancho y el largo del mervio cidtico en mm con una escala
montada en el ocular. Finalmente, se expresd el valor promedio de linfucitas por

mm’ en cada una de las etapas de la neuropatia y en €l grupo control sin tratar.

2.2.6 Identificacion de linfocitos por inmunohistoquimica

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

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

2.2.7.1 Electroforesis de la mielina del nervio cidtico

Ver apéndice D pégina 136 para la preparacién de reactivos.

2.2.7.1.1 Preparacién de las muestras. Marcadores de Peso
molecular A una alicuota de 10 pL del marcador de peso molecular de 205,000 a
6,500 KDa se le adicionaron 20 4L del buffer de muestra 2X y se llevd a ebullicién
en bafio de agua por 2 nunutos. Se aplicaron 10 pL del marcador de peso molecular a

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

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

(6.84 cm?).

Mielina de nervio cisitico

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

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

de ancho para el gel separador.

Tabla V. Preparacidn del gel separador de poliacrilamida al 12% y14%
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2.2.7.1.3. Condiciones de la electroforesis de protefnas. La
electroforesis se realizé en una cdmara para electroforesis mini PROTEAN marca
BioRad y como fuente de poder Power Pac 200 de Bio Rad. Tanteo para la mielina
del nervio cidtico como para la PBM de conejo, el corrimiento ¢n el gel concentrador
se realizé a 30 volts con amperaje libre, y del corrimiento en ¢l gel separador llevd a
cabo a 60 volts y el amperaje se dejo libre. Una vez concluida la electroforesis se
obtuvo el gel y se corto una tira de aproximadamente 1.5 cm de ancho de la parte
derechd, en donde se localizaron los marcadores de peso molecular y parte de la
muestra de mielina del nervio cidtico o de la PBM de conejo y se colocd en azul de

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

2.2.7.2 Electrotransferencia

Antes de finalizar lu electroforesis se colocaron en buffer de transierencia frio
durante 45 min, 4 papeles filtro de 3 mm de espesor y una pieza de la membrana de
nitrocelulosa del tamafio del gel. Una vez que se tiene el gel se colocan 2 de Jos
papeles filtro sobre una espanja de fibra impregnada con el buffer de transferencia,
se retiran muy bien las burbujas con un agitador de vidrio, esta operacion se realizé
cada vez que se colocd una nueva capa del emparedado, después, se calacé e] gel
sobre el papel filtro, sobre el gel se colocd la membrana de mitrocelulosa y
finalmente otros dos pedazos de papel filtro y la otra esponja de fibra, por iltimo se

cerrd bien el dispositivo, el procedimiento se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Representacion esquemdtica de la preparacién del gel de poliacrilamida y la
membrana de nitocelulosa para la aransferencia.

Se colocd el dispositivo dentro de la cdmara de transferencia de forma que la
membrana de nitrocelulosa quedara del lado del dnodo. La transferencia se realizé en
frio, con agitacién constante, a 100 volts y amperaje libre por 1.0 h, una vez
transcurrido este tiempo se recuperd la membrana de nitrocelulosa y se tifio con
solucion de Ponceau por 10 min. en agitacidn y a temperatura ambiente, se lavé con
PBS IX para quitar el exceso del colorante, se colocd sobre un papel filtro y se dejé

$CCAar.

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

una de [as muestras analizadas. Ver apéndice ID pdgina 137.
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2.2.7.3 Deteccién por WB de inmunoglobulinas séricas contra la mielina

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

temperatura ambiente.

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

diluy6 en solucién de alliimina sérica bovina al 0.1% en PBS 1X pH 7.4.

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

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

tres lavados con PBS 1X pH 7.4 como se describié anteriormente.
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Después del tercer lavado se procedid a incubar las tirillas con el segundo
anticuerpo conjugado con peroxicdasa contra [gG de rata a una dilucién de 1:1,500,
contra IgM de rata a una dilucidén de 1:1,500 y contra IgM de ratdn a una dilucién de
1:1000 para el control positivo, por 2 hs a temperatura ambiente y agitacién ligera.

Al termino de las Z hs se realizaron tres lavados con PBS 1X pH 7.4 como ya
se describid. Finalmente se procedié a revelar cada una de Jas tirillas en una solucién
de 3'3 diaminobencidina comercial, el tiempo de revelado fue 3 a 5 min. De detiene

la reaccion al colocar las tirillas en agua bidestilada y luego en PBS 1X pH 7 4.

2.12.7.4 Deteccion por WB de inmunoglobulinas séricas contra la PBM de

conejo

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

Una vez transcurridos les 30 min se retiré la solucién de bloqueo y se procedia
a hacer tres lavados con PBS 1X pH 7.4 durante 10 min cada uno en agitacién en

vaivén a temperatura ambiente.

Después del dltimo lavado se incubaron las tirillas por 2 hs a temperatura
ambiente y agitacidn ligera con una mezcla de ocho sueros de ratas de cada una de la
etapas de la neuropatfa, excepto en la etapa de recuperacién en que solo se
emplearon 7, asi como del grupo de ratas control sin tratar, posteriormente, se
probaron individualmente cinco sueros de¢ cada una de las etapas de la

polineuropatia.
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La dilucion del suero en todos los casos fue de 1.20 y se diluy6 en solucidn de leche
en polve al 0.01% en PBS LX pH 7.4. Posteriormente, se iicubaron las tirillas

durante toda la noche a 4°C.

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

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

Después del tercer lavado se procedid a incubar las tirillas con el segundo
anticuerpo conjugado con peroxidasa contra [gG de rata hecho en conejo a una
dilucién de 1:2,500, contra [gM de rata hecho en cabra a una dilucion de 1: 5000 y
contra IgM de ratén a una dilucién de [:(0Q0 para el control positivo, por 2 hs a

temperatura ambiente y agitacién ligera.

Al terminé de las 2 hs se realizaron tres lavados con PBS LX pH 7.4 como ya
se describid. Finalmente se procedid a revelar cada una de las tirillas en una solucidn
de 3’3 diaminobencidina comercial, el tiempo de revelado fue 3 a S min. De detiene

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

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

reactivos.




2.3 ANALISIS ESTADISTICO

2.3.1 Anilisis de Varianza (ANOVA)

Se utilizé para la evaluacién de los resultados morfométricos de mastocitos y
linfocitos, asi como, para determinar si influye o0 no el gémero de las ratas en las
variables bajo estudio.

2.3.2 Prucha de Kolmogorov-Smirnov

Se realizé ests prueba para evaluar el tipo de distribucién de los resultados.

2.3.3Prueba de Fisher de comparaciones miltiples de diferencia minima

significativa (LSD)
Se realizd para evaluar si hubo diferencia significativa entre los grupos de estudio.




CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE

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

La cuantificacién de las toxinas se realizé por cromatografia de liquidos de alta
resolucion después de la extraccion de 0.5 gr del fruto de la K. humboldtiana con

acetato de etilo. En ¢l cromatograma s¢ observan los tiempos de retencidén en

minutos de las toXinas y el drea bajo la curva de la T-514 y de la mezcla de la
T-544 como s¢ muestra en la figura 4 y en (a tabla VI se muestran {as

concentraciones en porcentaje de cada una de estas toxinas.

4l
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Figura 5. Cromatograma de las toxinas del fruto maduro de la K. humboldtiana por

CLAR-FR

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

T-496

Tabla VL- Relacidn del porcentaje de drea en el cromatograma de cada
una de las toxinas del frutc maduro de Iz K. humboldiiana.
(Métado de normalizacién Poole & Poole 1991)%,

3.2 OBTENCION DE LA MIELINA DE NERVIO CIATICO

3.2.1 Rendimiento de la mielina de nervio cidtico

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

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

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

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

dosis, los resultados se muestran en las tablas V1l y VIII respectivamente.

Dasis Unica Mortalidad | Desartolla de Paresta
gKg n=8 % Paralish
1.25 Q8 0 .

Ninguna

Ninguna

Paresia severa
Paralisis
Paralisis
Parilisis

Tabla VII Relacion de dosis Unicas empleadas para la eleccidn del esquema de
dosificacion para e] desatrollo del modelo experimental de polincuropatia.

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

la alta mortalidad que se presentd a estas dosis.
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Por lo tanto, se procedid a la administracién del esquema de dosificacién

fraccionada como se muestra en la tabla VIII.

Dosis total fraccionuda Nao, de Periodo en Mortalidad
#Kg dosis dias n=8 %
IS I

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

*ddi despu¢s de la dosis inicial

Tabla VIII. Resultados después de la administracion del esquema de dosis fraccionada
(3.5g/Kg) V.0 del fruto de la K. Aumboidtiana.

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

cuadra neuroldgico tradicionalmente descrito para esta intoxicacion.
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3.3.1 Manifestaciones clinicas de intoxicacidn
Todas las ratas tratadas con el fruto de la K. umbgoldiiana se revisaron a dianio
y s¢ registro la aparicidn de los pardmetros clinicos de intoxicacién mencionados en

el capitulo 2 seccion 2.2.2.2.

3.3.1.1 Etapa sin neuropatia (Grupe 24 dias ddi)

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

representativa de [a etapa sin neuropatia .

3.3.1.2 Etapa de paresia (Grupo 48 dias ddi)

En este grupo de animales ademds de los signos ya mencionados para el grupo
sin ncuropatia (24 dias ddi), se observo adelgazamiento ¢ hiperextensidn del tren
posteriar, jiba, hiporreflexia y dificultad en la marcha. Nuevamente se abservd
pérdida de peso que coincide con la instalacién de la paresia 36 + 4 dias. Ademds, se

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




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

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

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

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

3.3.1.4 Etapa de recoperacién (Grupo 112 dias)

Este grupo de ratas preseaté todos los signos de intoxicacién antes
mernicionados, sin embargo, a particr de la sexta y séptima semana los animales
iniciaron su recuperacion, con aumento de peso sostenido, aumento progresivo de la
actividad espontdnea, disminucién de la debilidad y mejoramiento de la apariencia
general. Hasta que ningunc de las signos de la polineuropatia fue evidente (Figura

6c).

3J3.1.§ Grupo control
Este grupo no presentd durante todo el estudio ninguno de los signos (Figura

6c).




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

3.3.2.1 Etapa sin neuropatia (Grupo 24 dias ddi)

En la figura 7 se muestra el comportamiento del peso corporal promedio de las

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

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

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

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

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

En esta gréifica se observa una pérdida importante de peso del 14.7 = 5.74% al
séptimo dia de la intoxicacién, mientras que el grupo control presenté un aumento

del 832 + 1.65%. Del dia 9 al 32 hubo un aumento de peso del 15.0 = 12.45%. Sin

embargo, del dia 32 hasta el dia 48 en que fueron sacrificadas, se presenté

nuevamente pérdida de peso del 20.0 = 6.22%.




3.3.2.3 Etapa de parilisis (Grupo 58 dias)

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

grupo de ratas con pardlisis.

—a— Pardlisis
—&~ Control

Peso g
8

176 4

160 + B e g

o~

128

0 3 8 10 14 15 17 20 22 24 28 30 32 34 36 38 41 43 45 48 S0 52 &8
Dias

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

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

nuevamente pérdida de peso del 15.02 = 5.88%.
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3.3.2.4 Etapa de recuperacién (Grupo 112 dias)

En la figura 10 se muestra el comportamiento del peso corporal promedio del

grupo de ratas recuperadas de la neuropatia.
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Figura 10, Representacion gréfica del peso corporal promedio del grupo de ratas
durante la etapa de recuperacion (112 dias ddi) y del grupo control sin
tratar.

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

dia de la intoxicacion, mientras que el grupo control que presenté un aumento del
13.58 + 1.47%. Del dia 9 al 32 hubo un aumento de peso del 15.62 + 11.3%. Sin
embargo, del dia 32 hasta el dia 55 lapso en que se presenté la pardlisis, se observé
nuevamente pérdida de peso del 10.25 = 1.8%. Finalmente, a partir del dia 65 hasta
el dia 112 en que fueron sacrificadas presentaron un aumento de peso del 16.4 +

3.5%.
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3.4 RESULTADOS HISTOLOGICOS
3.4.1 Grupo Control

3.4.1.1 Tincién con hematoxilina y eosina

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

tejido nervioso (Figura | 1a).
3.4.1.2 Métoda de Kliiver-Barrera

Se observd el mervio cidtico morfolégicamente normal, sin alteraciones en la
vaina de mielina, fibras nervicsas integras y bien definidas (Figura 11b), ademds de
algunos mastocitos no desgranulados y desgranulados tante ¢n el endoneuro como en

el penineuro, pnncipalmente a nivel perivascular.

3.4.1.3 Tincion de Azul de toluidina
Se confirmé e identificé la presencia de¢ mastocitos perivasculares tanto

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

(Figura 11d).

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

alteraciones morfolégicas, (Figura 11c).




Figura 11. Cortes de nervio cidtico de rata Wistar control sin tratar. a) Tincion
H y E se observé la morfologia normal del nervio. b) Método de
Kliiver-Barrera, se aprecié la mielina bien conservada. ¢) Método de
Marsland-Glees y Erickson se observaron axones normales.
d) Tincién de azul de toluidina se observé un mastocito perivascular
residente del tejido nervioso (—). 40x.
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3.4.2 Etapa sin nearopatia (Grupo 24 dfas ddi)

3.4.2.1 Tincion hematoxiline y eosina

En el estudio histol6gico se encontraron alteraciones en la morfologia del
nervio cidtico, consistentes en vacuolizacion intersticial de 1a vaina de mielina y
dentro de las fibras nerviosas, vasodilatacién y congestién vascular, Asi como, la
presencia de infiltrado de mastocitos tanto en el endoneuro como en el perineuro, en

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

3.4.2.2 Miétodo de Kliiver-Barrera

Con esta tincidn se pudo apreciar desmielinizacidn segmentaria de algunas
fibras nerviosas, micro y macrovacuolizacidn entre y dentro de las vainas de miclina,
separacidn de las fibras nerviosas, vasodilatacidn. ¥ congestion vascular. También
fue evidente la presencia de numerocsos mastocitos con bordes bien definidos y con
granulos metacrométicos color plrpura en su interior (Figura 12b). Ademds s¢

observaron numerosos linfocitos a nivel vascular.

3.4.2.3 Tinciém de azol de toluidina
Con esta tincidn fue posible [a identificacién y confinmacidn de la presencia de

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

consistiecron en zonas de adelgazamiento alternadas con abultamientos del axén

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

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

3.4.3.1 Tincién con hematoxilina y eosina

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

adheridos al endotelio vascular, (Figura 13a).

3.4.3.2 Método de Kliiver-Barrera

Con esta tincidn se observ$ desmielimizacion segmentaria, separacidn y pérdida
de fibras nerviosas, vasodilatacion y congestion vascular, ademds, de la presencia de
mastocitos desgranulados y linfocitos en el endoneuro, sobre todo en aquellas dreas

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

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

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

3.4.3.4 Método de Marslaad-Glees y Erickson

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

13¢).




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

57




58
3.4.4 Etapa de Pardlisis (Grupo 58 dfas ddi)

3.4.4.1 Tincién hematoxilina y eosina

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

sobre todo en aquella 4reas que mostraron més daiio, (Figura 14a).

3.4.4.2 Método de Kliiver-Barrera

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

linfocitos en el endoneuro y en ¢l perincuro, (Figura 14b).

3.4.43 Tincién de azal de toluidina
En estos cortes se identificé y confirmé la presencia de mastocitos

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

14d).

3.4.4.4 Método de Marsland-Glees y Erickson

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

gruesos, (Figura 14c).




Figura 14. Cortes de nervio cidtico de ratas Wistar con pardlisis (58 dias ddi).
a) Tincién H y E se aprecia infiltrado de mastocitos () y linfocitos
(—). b) Método de Kliiver-Barrera se observa desmielinizacién
severa e infiltrado de mastocitos () y linfocitos (—*). ¢) Método
Marsland-Glees y Erickson, se advierte dafio axonal severo. d)
Tincién de azul de toluidina se nota un aumento en la cantidad de
mastocitos desgranulados en el endoneuro (). 40x
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3.4.5 Etapa de Recuperacion (Grupo 112 dfas ddi)

3.4.8.1 Tincién hematoxilina y eosina
Se observd recuperacidn de la morfologia normal del nervio, sin embargo,
persistié la vasodilatacién y la presencia de abundantes mastocitos desgranulados. Es

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

3.4.5.2 Método de Kliiver-Barrera

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

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

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

cidtico, (Figura 15d).

3.4.5.4 Método de Marsland-Glees y Erickson
Se observé recuperacién axonal de los nervios cidticos, sin embargo se presentaron

en algunas zonas daiio residual caracterizado por 4reas de adelgazamiento axonal,

(Figura 15c¢).




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

LGOS RESULTADOS

La cuenta de mastocitos se realizé en los cortes de nervio cidtico teflidos con
azul de toluidina, asf como, con el método de Kliiver-Barrera, para esto se establecid
un 4rea de tejido de 2.87 mm?* que fue similar para cada una de las tinciones. Los
resultados obtenidos se evaluaron estadisticamente por medio de las pruebas de
ANQOVA, la prueba Kolmogorov-Smirmiov para una muestra, ademds de pruebas
post-hoc de comparacién miiltiple scgin en el procedimiento de diferencia

significativa minima (LSD) de Fisher.

3.5.1 Grupo Control

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

muestra en la tabla IX.
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Mastocitos
Endoneurales

desgranulados

1 42
2 23
3 70
4 37
5 48
6 23
7 38
] 56

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

En la tabla se pueden observar los resultados obtenidos para cada una de las
muestras analizadas, después de realizar los cdlculos antes descritos se obtuvo un
promedio de 13.46 = 4.08 mastotmm?, de estas células el 56.93 = 1534 %
presentaron desgranulacion, que corresponde a 7.44 = 2.63 mastdes/mm?, el error
estandar de la media que es (2 medida de la variabilidad en el muestreo para estas
variables fue de [.44 y de 0.928 respectivamente. E] rango alrededor de la media
para los mastoVmm? fue de 10.05 — 16.87 y para los mastdes/mm” fue de 524 - 9.63

con Un intervalo de confianza del 95%.




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

en la tabla [Xa.

-
Parimetros Normales *® Media
Desviacion Estdndar

Extremo Mayor Absoluty

Diferencias Positiva
Negativa

Kolmogorov-Smirnov Z

Sig. Asymp. (2 colas)

a.  La prueba de distribucidn es normal
b. Calculada a partir d¢ los datos
c.  Mastxitos desgranulados

Tabla IXa. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para upa muestra.

3.5.2 Etapa Sin Neuropatfa (Gruapo 24 dias ddi)

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

se muestran en la tabla X,
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Mastocitos
mastoumnt | %

Area
observads
Rata mm?

Mastocitos Endonearales
desgranelados

265

29
204

@ @ NNt AW N

=
-

Pt
(]

-
L)

39.29

12.70

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

En la tabla se observa la en la cantidad promedio de mastocitos totales es de
33.47 = 8.27 mastot/mm?, doade ¢l 39.29 = 12.70 % de cstas células se encuentran
desgranuladas 1o que es igual a 12.6 = 3.93 mastdes/mm*.Ademds puede observarse
que el 60.71 £ 12.7 % de estas células se encuentran no desgranuladas lo que

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

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

Xa.

a. laprcba de distabucion ¢s normal
b. Calculada a pastir de 1os datos
c. Mastocitos desgranulados

Tabla X&. Prueba de Kolmogorov-Smimoy para una muestra.

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

ctapa se resumen ¢n la tabla X1.
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Mastocitos Endoneurales Mastocitos
Ares desgranulados Desgrasalados
observada
vt TN BN ent I Bl
573 190

205
206

144
146
180

1
2
3
4
5
6
7
8
9

I
N

Desviacién std

Tabla XI. Cuantificacion y relacion de mastocitos endoneuraley no desgranulados y
desgranulados en el nervio cidtico de ratas durante la etapa de paresia (48 dias ddi).

En [a tabla puede observarse la cantidad promedio de mastocitos endoneurales
es de 31.9 + 6.79 mastovmm® donde el 62.71 = 10.82 % de los mastot/mm? se
encuentran desgranulados 1o que cormresponde a 19.73 =+ 4,15 mastdes/mm®. El error
estdndar de la media para mastovmm® y para mastdes/mm?® fue de 1.96 y de 1.2
respectivamente, asf mismo, ¢l rango alrededor de la media para masto/mm? fue de
27.58 — 36.22 y para los mastdes/mm?2 fue de 17.09 - 22.37 con un intervalo de

confianza del 95%.
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El andiisis estadfstico de distribucion de los resultados se resume en la tabla

Xla.

N
Parémetros Normales*® Media
Desviaciin Estéodar

Extremo Mayor Absoluto

Diferencias Positiva
Negativa

Kolmogorov-Smirnov Z

Sig. Asymp. (2 colas)

a La prueba de distribucion ¢s normal
b. Calculada a partir de los datos
¢ Mastociws desgrunududos

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

J.5.4 Etapa de Paralisis (Grupo 58 dias ddi)

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

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

resumen en1 la tabla X11.
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1
2
3
4
5
!
7
8
9

-
-

Tabla XII.Cuantificacién y relacién de mastocitos endomeurales no desgranulados y
desgranulados por mm’ en el nervio cidtico de ratas durante la etapa de pardlisis
(58 dias ddi).

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

El rango alrededor de la media para los masto/mm? fue de 25.83 - 39.92 y para los

mastdes/mm® fue de 15.96 - 27.19 con un imtervalo de confianza del 95%.
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El andlisis estadistico de distnbucidn de los datos se resume en (a tabia Xiia.

N
Parametros Normales *® Media
Desviacién Estandar

Extremo Mayor Absoluto

Diferencias Positiva
Negativa

Kolmogorov-Smirnov Z

Sig. Asymp. (2 eolas)

a. La prucha de distribucin es normal
b. Calculada a partir de los datos
¢ Mastocils desgranulados

Tabla XIla. Prueba de Kolmogorov-Smimoy para una muestra.

3.5.5 Etapa de Recaperacion (Grupe 112 dias ddi)

| a cuenta de mastocitos endoneurales en este grupo de ratas se realizd bajo las

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

grupo se resumen en la tabla X111
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Mnstocitos
Endoneurales

desgranulados

Tabla XII. Cuantificacion y rclacnéu de mastocitos endoneurales no desgranulados y
desgranulados por mm® en el nervio ciitico de ratas durante la etapa de
recuperacion (112 dias ddi).

En la tabla puede observarse que |a cantidad de mastocitos endoneurales es de
40.5 = 7.47 mastovmm®, donde el 65.51 £ 10.6% de los mastocitos totales se
cncuentran desgranulados [o que es igual a 28.15 + 7.02 mastdes/mm?®. El error
estdndar de la media fue de 2.82 y de 2.65 para mastot/mm’® y para mastdes/mm?
respectivamente, El rango alrededor de la media para los mastot/mm? fue de 33.6 —
47.4 y de 21,66 — 34.65 para los mastdes/mm® con un 95% de confianza. El andlisis

estadistico de distribucién de los datos se resume en la tabla X[1{a.



N
Parémetros Normales *> Media
Desviackin Estdndar

Extrerno Mayor Absolute

Difereaclas Positiva
Negativa

Kolmogorov-Smirnov Z

Sig. Asymp. (2 colas)

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

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

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

control sin tratar

En la tabla X1V se muestran la cantidad promedio por etapa de¢ mastocitos
endoneurales totales, no desgranulados y desgranulados por mm?, asf como también

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



6.02 £2.57 43.07 = 1534

20.87 £8.61 60.71 = 12.69

12.17 £ 536 3729+ 1082

113153 3449+ 1175

1235 +4.64 30.49+ 10.60

744 £2.63

126 £3.93

19.73 £4.15

21.57 £8.36

28.15 £ 7.02

62.71 = 10.82

65.51 £ 11.75

69.51 = 10.60

Tabla XIV. Resumen de los resultados de la cuantificacién de mastocitos en las diferentes

etapas de la polineuropatfa por K. humbaldtiana.

La representacién gréfica de estos resultados se muestra en la figura 16,

mastot/mm®
45

40

£

10

o o a B B 8
&
o

Figura 16. Representacién grafica de la cantidad de mastocitos totales por mm® en nervio
cidtico de ratas tratadas en las diferentes etapas de la neuropatia y en las ratas

control sin tratar.
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En la figura 17 se comparan los mastocitos no desgranulados y desgranulados

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

. =
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15 Y —Q—masmdlmmz .
//./ \\‘——/—4 —#—mastdes/mm

—
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Figura 17. Relacion de mastocitos no desgranulados y desgranulados/mm’® en las
diferentes etapas de la polineuropatia causada por el fruto de la K.
humboldtiana y en las ratas del grupo control sin tratar.

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

XV.

Dentro de lo

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

La cuenta de linfocitos endoneurales se llevd a cabo cortes de nervio cidtico
tefiidos con el método de Kliiver-Barrera (azul luxol) ea un are;i de 2.0 a 3.0 mm? del
tejido. Los resultados obtenidos se evaluaron estadisticamente para determinar si hay
diferencia de resultados atribuibles al género de las ratas mediante la prueba de
ANOVA, su distribucién de evalud por la prueba de Kolmogorov-Smimov para una
muestra y las pruebas post-hoc de comparacién muiiltiple se realizaron segin en el

procedimiento de diferencia significativa minima (LSD) de Fisher.

3.6.1 Gruopo Control

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

como se muestra en la tabla XVI,
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Ares Observada mm’
20

12

Tt Tou

N N AL W N e
c O @ & o & O

Tabla XVL Cuantificacién de (infocitos endoneurales en ¢l nervio cidtico de ratas
control sin tratar.

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

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

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

los resultados para este grupo.




1
p
3
4
§
]
7
8
9

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

En la tabla se muestra que [a cantidad de linfocitos presentes en el endoneuro

es de 10.09 + 7.36. El error estdndar de la media fue de 2.01 y el intervalo para la
media fue de 5.7-14.48 linfocitos/mm® con un 95% de confianza El andlisis

estadistico de la distribucidn de los resultados se resumen en la tabla XV(la.
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N
Parametros Normales ™ Media
Desviacion Estdndar

Absoluto
Positiva
Negativa
Kolmogorov-Smirnov Z
Sig. Asymp. (2 colas)

a. La prugba de distnbuciéa ¢s normal
b. Calculada a partir de los dalos

Tabla XVI{a. Prucha de Kolmogorov-Smirmov pam una muestra,

3.6.3 Etapa con Paresia (Grupo 48 dias ddi)

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

etapa se muestran en la tabla XVIII.




R G ot
: 3.0 108 36.78

1}

2 94
3 34
4 42
5 87
6 68
7 87
8 31
9 43

Tabla XVIII. Cuantificacidn de linfocitos endoneurales en el nervio cidtico de ratas
durante [a etapa de paresia (48 dias ddi}.

En la tabla puede observarse que la cantidad de linfocitos endoncurales es de
25.32 £ 12.96 linfocitos/mm®. El error estdndar de la media fue de 3.74 y el intervalo
alrededor de la media de 17.09 - 33.56 linfocitos/mm? con un intervalo de confianza
del 95%. El andlisis estadistico de distribucién de los datos se resume ¢n la tabla

XVIla
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Extremo Mayor
Diferencias

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

a. La prueba de distribucidn es oormal
b. Calculwda 4 partir de los datos

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

3.6.4 Etapa de Paralisis (Grupo 58 dias)

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

etapa se muestran en la tabla [XX.




g1

N Dot Tomis
2.33 3z

245
2.50
221
2.60
2.50
240

1
2
K
4
5
6
7
8
9

236
200

Tabla IXX. Cuantificaciéon de linfocitos endoneurales en el nervio cidtico de ratas
durante (a etapa de pardlisis {58 dias ddi).

En la tabla puede observarse la cantidad de linfocitos presentes en el endoneuro
del nervio cidtico el cual es de 56.19 + 38,51 linfocitos/mm?. E! error estdndar de la
media fue de 11.61 y ¢l intervalo de la media con un 95% confianza fue de 30.32 -
82 .06 linfocitos/mm?. El andlisis estadfstico de distribucidn de los datos se resume en

la tabla [XXa.




a.  La prueba de distribucién cy normal
b. Calculada a partir de los datos

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

3.6.5 Etapa de Recuperacion (Grupo 112 dfas)

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

etapa se muestran en la tabla XX.

s Do
2.25 4 1.78

244 2.87

Tabla XX, Cuantificacién de linfocitos endoneurales en el nervio cidtico de ratas
durante |a etapa de recuperacidn (112 dias ddi).
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En la tabla puede observarse que {a cantidad de linfocitos presemtes en el
endoneuro del nervio citico fue de 1.03 = 1.33 linfocitos/mm?. El andlisis estadistico de

distribucién de los datos se resumge en |a tabla XXa.

N
Pardimetros Normales *° Media

Desviacion Estindar
Extremo Mayor Absolato
Diferencias Pasitiva
Negativa
Kolmogorov-Smirnov Z
Sig. Asymp. (2 colas)

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

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

3.6.6 Resumen de los resultados de la coantificacién de linfocitos en nervio
de ratas duraate las diferentes etapas de la polineuropatia y de las
ratas contrel sin tratar
En la tabla XXI[ se muestra la cantidad promedio por etapa de linfocitos

endoncurales por mar’.

Control 0.00
Etapa sin peuropatia (24 dias ddi) 10.09 £ 7.26

Etapa de paresia (48 dfas ddi) 2532 £12.96
Etapa de pardlisis (53 dias ddi) 56.19 x 33.51
Etapa de recuperacidn (112 dias ddi) 1.0321.33

Tubla XXI. Resumen de la cuantificacion de linfocitos en las diferentes etapas
de la polineuropatia por K. Aumboldtiana.



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

Linfocitos/mm’
80
50
40
30
20
10
0 - . - — - —— -1
Control 24 dias 48 dias 58 dias 112 dias
Sin Paresia Pardlisis Recuparacién

Neuropatia
Figura 18. Representacién gréfica de la cantidad de linfocitos/mm’® en el nervio cidtico

de ratas tratadas durante las diferentes etapas de la polineuropatia causada
por la K. humboldtiana.

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

XXII.

Suma de Cuadrado de
cuadrados la media

Linfocitos/mm® Entre los grupos 1 407.1164 5164 476
Dentro de los 49 788,296
grupos 39033.635f 50
Total

Tabla XXII. Prueba de ANOVA para establecer si el género de las ratas influyen en
los resultados obtenidos.



3.6.7 Relacién de mastocitos y linfocitos por mm’ en nervio ciitico durante las

diferentes etapas de la polineuropatia

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

para estos dos tipos celulares.

2
@ mastot/mm %
M linfocitos/mm

Control 24 dias 48 dias 58 dias 112 dias
Sin Paresia Parilisis Recuparacion
Neuropatia

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

3.7 IDENTIFICACION DE LINFOCITOS POR INMUNOHISTOQUIMICA

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

en la figura 20.




Figura 20. Identificacién de linfocitos T-CD4" (=») por inmunohistoquimica con
peroxidasa en cortes por congelacién de nervio cidtico de ratas Wistar
durante la etapa de paresia (a) y pardlisis (b) (48 y 58 dias ddi) 100X.

3.8 BUSQUEDA POR WB DE INMUNOGLOBULINAS SERICAS DE RATAS
TRATADAS DIRIGIDAS CONTRA PROTEINAS DE LA MIELINA DE

NERVIO CIATICO

3.8.1 Mielina de nervio cidtico y electroforesis de proteinas

Una vez aislada la mielina del nervio cidtico se someti6 a electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS al 12% en condiciones desnaturalizantes, posteriormente se
electrotransfirié a una membrana de nitrocelulosa, finalmente se realiz6 la prueba de WB
para detectar la presencia IgM y/o IgG séricas de ratas intoxicadas dirigidas contra
alguno(s) de los componentes de la mielina. El patrén electroforético de la mielina y los

pesos moleculares de las proteinas que la constituyen se pueden observar en la figura 21.




Figura 21. Patron electroforético de las proteinas de la mielina de nervio cidtico de ratas
Wistar en gel de poliacrilamida-SDS al12%. A) Electroforesis de proteinas
tincion de Coomasie. 1) Marcadores de Peso Molecular en KDa. 2) Patrén
electroforético de las proteinas de la mielina. B) Western blot positivo.
1) mielina mds un anticuerpo dirigido contra proteinas de la mielina (dil 1:120).

En la seccion A2 se puede apreciar el patrén electroforético de las proteinas de
la mielina después de teilir el gel de poliacrilamida con el azul de Coomasie, ademads,
en la seccion B1 se observa el WB positivo para la mielina, donde se muestra la
presencia de bandas de proteinas adicionales que no se observaron en el gel, debido a
que la tincién del gel no tiene tanta sensibilidad, como la amplificacién obtenida con

la reaccién antigeno anticuerpo.

3.8.2 Biisqueda de IgM sérica dirigida contra protefnas de la mielina de nervio

cidtico en ratas tratadas

Se manejé una mezcla de ocho sueros de ratas pertenecientes a cada una de la
etapas de la neuropatia, excepto en la etapa de recuperacién en que solo se emplearon

7 sueros, para estudiarlos por WB.
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3.8.2.1. Mezcla se sueros

En cada una de las cuatro etapas de la polineuropatia estudiadas se observé que
la IgM reaccioné con cuatro bandas de proteinas de la mielina cuyos pesos
moleculares fueron de 68 (neurofilamentos), 55 (tubulina), 18.5 (PBM 6 P)) y
16.5(P,) KDa respectivamente. Sin embargo, en el caso del grupo control sin
tratamiento la IgM también reacciondé con estas mismas bandas de proteinas. Los

resultados se muestran en la figura 22.

A B
I |
a —I18.5(PBM 6 Py)
—16.5(Py)
1

Figura 22. Deteccién por WB de 1gM sérica dirigida contra protefnas de la mielina
de nervio cidtico, en ratas tratadas y control sin tratar. Mezcla de sueros.
A) Patrén electroforético de la mielina nervio cidtico en gel de
poliacrilamida-SDS 12% tincién azul de Coomasie. B) WB (mezcla de
sueros) 1) control positivo para mielina (anticuerpo monoclonal contra
mielina SNP). 2) Control sin tratar. 3) Etapa sin neuropatia (24 dias ddi).
4) Etapa de paresia (48 dias ddi). §) Etapa de parélisis (58 dias ddi).
6) Etapa de recuperacién (112 dias ddi).
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3.8.3 Bisqueda de IgG sérica dirigida contra protefnas de la mielina de nervio

cidtico em ratas tratadas

Se estudiaron por WD una mezcla de ocho sucros de ratas pertenecientes a cada
una de la etapas de la neuropatia, excepto en la etapa de recuperacién en que solo se
emplearon 7 sueros, posteriormente cinco de estos sueros se probaron

individualmente para cada etapa de |a polineuropatia.

3.8.3.1. Mezcla de sueros y sueros individaales

En todas las etapas de la polineuropatia se observd tanto en la mezcla de sueros
como en los sueros individuales que la IgG reaccion6 con cuatro bandas de proteinas
de la mielina, los pesos moleculares para estas proteinas fueron de 68
(neurofilamentos), 55 (tubulina), 18.5 (PBM 6 P,) y 16.5(P,) KDa respectivamente.
En lo que respecta a la [gG del grupo control sin tratamiento no reacciondé con
ninguna de las proteinas de la mielina antes mencionadas. Los resultados se muestran

en la figura 23 y 24 respectivamente.



* i
|
| — 68 ?\eurqﬁlamenw)
~— 85 (tubulina)
~—I185(PBM 4 Py
165 (Py)

1 23 4568

Figura 23. Deteccién por WB de IgG sérica dirigida contra proteinas de la mielina de nervio
cidtico, en ratas tratadas y control, sin tratar. Mezcla de sueros.
A) Patrén electroforético de la mielina nervio ciatico en gel de poliacrilamida-
SDS 12% tincién azul de Coomasie. B) WB (mezcla de sueros). 1) control
positivo mielina (anticuerpo monoclonal contra mielina SNP). 2) Control sin
tratar. 3) Etapa sin neuropatia (24 dias ddi). 4) Etapa de paresia (48 dias ddi).
5) Etapa de pardlisis (58 dias ddi). 6) Etapa de recuperacién (112 dfas ddi).

A B
1
I » BEEEE BEE R E!
I —=68 (neurofilamento)
(tubulina)
| 18.5 (PBM 6 P,)
—165(Py)
1 2 3 4 5 6

Figura 24.Deteccién por WB de IgG sérica dirigida contra proteinas de la mielina de
nervio cidtico, en ratas tratadas y control sin tratar. A) Patrén electroforético de
la mielina nervio cidtico en gel de poliacrilamida-SDS 12% tincién azul de
Coomasie. B) WB 1) control positivo mielina (anticuerpo monoclonal contra
mielina SNP). 2) Control sin tratar. 3) Etapa sin neuropatia (24 dias ddi).
4) Etapa de paresia (48 dias ddi). 5) Ftapa de parilisis (58 dias ddi). 6) Etapa de
recuperacion (112 dias ddi).
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3.9 BUSQUEDA POR WB DE INMUNOGLOBULINAS SERICAS
DIRIGIDAS CONTRA LA PBM, EN RATAS TRATADAS

3.9.1 Patron electroforético de la PBM de cerebro de conejo de fabricaciéon

comercial

Previa electroforesis de la PBM en gel de poliacrilamida-SDS de 12% y 14%
en condiciones desnaturalizantes y posterior electrotransferencia a membrana de
nitrocelulosa, se realizé la deteccién por WB de IgM y/o IgG en el suero de ratas
intoxicadas dirigidas contra esta proteina. El patrén electroforético de la PBM y su

peso molecular se puede observar en la figura 25.

Gel de Poliacrilamida-SDS 12%  Gel de Poliacrilamida-SDS 14%

KDa
205 i
116
97

84
66

55
45

36
20 KDa
29

20

Figura 25. Patrén Electroforético de la PBM de conejo. 1 Marcadores de peso molecular en
KDa. 2 Proteina bésica de la mielina de conejo (20 KDa). Geles tefiidos con azul
de Coomasie.
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3.9.2 Bisqueda por WB de IgM sérica dirigida contra PBM de conejo, en ratas

tratadas

Para la realizacién de los WB donde se buscé la presencia de 1gM sérica dirigida
contra PBM de conejo, se utilizé una mezcla de ocho sueros de ratas de cada una de la
etapas de la neuropatia, excepto en la etapa de recuperacién en que solo se emplearon 7

sueros, posteriormente cinco de estos sueros se probaron individualmente para cada

etapa.

3.9.2.1. Mezcla se sueros y sueros individuales
Tanto con la mezcla de sueros como con los sueros individuales de las ratas
intoxicadas y ratas control sin tratar se observé que la presencia de IgM que reaccioné

con la PBM de conejo (20 KDa). Los resultados se muestran en las figuras 26 y 27 .

12 345

Figura 26.Deteccién por WB de IgM sérica dirigida contra PBM de conejo, en ratas
tratadas y ratas control sin tratar. Mezcla de sueros. 1) Grupo ratas control sin
tratar. 2) etapa sin neuropatia (24 dfas ddi). 3) Etapa de paresia (48 dias ddi).
4) Etapa de pardlisis 858 dias ddi). §) Etapa de recuperacién (112 dias ddi).
Dilucién de la mezcla de sueros 1:20, dilucién del conjugado con peroxidasa
1:2500. Gel de poliacrilamida-SDS 12%.




Figura 27. Deteccion por WB de IgM sérica dirigidas contra PBM de conejo, en ratas
tratadas y ratas control sin tratar. A) Gel de poliacrilamida-SDS al 14% tincién
azul de Coomasie. 1) marcadores de peso molecular. 2) Patrén electroforético de
la PBM de conejo 20KDa. B) WB 1) Grupo ratas control sin tratar. 2) Etapa sin
neuropatia (24 dias ddi) 3) Etapa de paresia (48 dias ddi). 4) Etapa de pardlisis
(58 dias ddi). 5) Etapa de recuperacién (112 dias ddi).

-

3.9.2.2. Basqueda por WB de IgM sérica dirigida contra PBM de conejo en

ratas sin tratar

Debido a que la IgM del grupo control sin tratar también reaccioné con las
proteinas de la mielina, se realizé la biisqueda por WB de 1gM sérica dirigida contra la
PBM de conejo, en diluciones crecientes del suero de ratas Wistar y Sprague Dawley sin
tratar estas Gltimas pertenecientes a otro bioterio. Lo anterior para descartar que esta
positividad se debiera a la dilucién del suero o a un problema con las ratas de nuestro
bioterio. Se observé que la IgM reaccioné con la PBM de conejo (20 KDa), esto se
presentd en todas las diluciones probadas del suero y en ambas cepas de ratas se observé

que la IgM reaccion6 con la PBM Los resultados se muestran en las figura 28.



Ratas

Sprague Dawley
1 23 4 1 2 3 4

Figura 28. Deteccion por WB de IgM sérica de ratas control sin tratar dirigidas contra
PBM de conejo. 1) dilucién del suerol:20, 2) dilucién 1:40, 3) dilucién 1:60,
4) dilucién 1:100.

3.9.3 Bisqueda de IgG sérica dirigida contra PBM de conejo, en ratas tratadas

Para la realizacion del WB se utiliz6 una mezcla de ocho sueros de ratas de
cada una de la etapas de la neuropatia, excepto en la etapa de recuperacién en que
solo se emplearon 7 sueros, posteriormeénte cinco de estos sueros se probaron

individualmente para cada etapa de la polineuropatia.

3.9.3.1. Mezcla de sueros y sueros individuales

Tanto con la mezcla de sueros como con los sueros individuales de las ratas
intoxicadas, se observé que la IgM reaccioné con la PBM de conejo (20 KDa),
excepto en el grupo de ratas control sin tratar donde no se observé reaccién. Los

resultados se muestran en las figuras 29 y 30.



Figura 29.Deteccién por WB de IgG sérica dirigida contra PBM de conejo, en ratas
tratadas y ratas control sin tratar. Mezcla de sueros. 1) Grupo ratas control sin
tratar. 2) etapa sin neuropatia (24 dias ddi). 3) Etapa de paresia (48 dias ddi). 4)
Etapa de pardlisis (58 dias ddi). 5§) Etapa de recuperacién (112 dias ddi).
Dilucién del suero 1:20, dilucién del conjugado con peroxidasa 1:2500. Gel de
poliacrilamida -SDS 12%.

Figura 30. Deteccion por WB de IgG sérica contra PBM de conejo, en ratas tratadas y ratas
control sin tratar dirigidas. Mezcla de sueros. A) Gel de poliacrilamida-SDS al
14% tincién azul de Coomasie 1) Grupo ratas control sin tratar. 2) etapa sin
neuropatia (24 dias ddi). 3) Etapa de paresia (48 dias ddi). 4) Etapa de parilisis
(58 dias ddi). 5) Etapa de recuperacién (112 dias ddi). Dilucién del suero 1:20,
dilucion del conjugado con peroxidasa 1:2500. Gel de poliacrilamida-SDS
12%.



CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 MODELO EXPERIMENTAL DE POLINEUROPATIA

POR K. kumboldtiana

Como primer logro importante de este trabajo fue el establecimiento del
modelo de polineuropatia téxica producido con el fruta de la K. Aumboldriana en
ratas. Modelo que resultd ser muy reproducible, econdmico, de baja mortalidad para
los animales de experimentacion y seguro para el investigador, ademds de que serd
muy Gtil para estudiar los mecanismos subyacentes de los procesos desmielinizantes
de esta intoxicacion, situacién que habia sido visualizada por otros autores®™ *, sin

embargo, no se habia lograda en la prictica.

Con este modelo de polineuropatia, se lograron obtener todas las fases de fa
lesién en nervio motor que se presentan en forma natural durante la intoxicacién que
sufren tanto el humano como los animales, por lo tanto, es posible investigar ea

forma especifica la etapa de interés.



4.2 ESTUDIO HISTOLOGICO DEL NERVIO CIATICO
Y CUANTIFICACION DE MASTOCITOS
Y LINFOCITOS

En este modelo las alteraciones histolégicas en el nervio cidtico de las ratas
intoxicadas son similares a los descritos en el humano y en otras especies animales.
Adicionalmente a la desmielinizacién y a la degeneracién Walleriana, se observd, la
presencia de infiltrado celular del sistema inmune caracterizado por mastocitos y

linfocitos.

Hay que destacar que hasta este momento no habia sido reportada la presencia
de infiltrado celular en el nervio penférico en esta intoxicacidn, sin embargo ya se
habia reportado la presencia de infiltrados en otros tejidos como pulmdn, astas

anteriores de la médula espinal y cn piel!® 2734561,

Es importante mencionar, que se encontré un aumento significativo en la
cantidad de mastocitos endoneurales en todas (as etapas de la polineuropatia
estudiada (p < 0.00001 ANOVA) de 23 a 3 veces por arriba de los valores
presentados por ¢l grupo de ratas control sin tratar. Este aumento se presentd a partir
de la ¢tapa sin neuropatia y permaneci§ pricticamente constaate hasta la etapa de
pardlisis, sin embargu durante la etapa de recupecacién la cantidad de estas cflulas

aumentd nuevamente,
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Ademas, durante la efapa sin nmeuropatfa se presentaron en su mayarfg
mastocitos no desgranulados, sin embargo, a partir de [a etapa de paresia y hasta la
etapa de recuperacion, predominaron [0s mastocitos desgranulados. Al realizar el
andlisis estadistico, s¢ encomtré diferencia significativa en la cantidad de
mastdes/mm? en las diferentes etapas de [a neurpatia con respecto del grupo control
(p < 0.00001 ANOVA). Ademds, no se observé diferencia significativa en el
porcentaje de desgranulacion entre el grupo centrol y los grupos de 48, 58, y 112
dias, sin embargo, se encontrd diferencia significativa con el grupo de 24 dias
(ANOVA p<0.0001). También se encontrd diferencia significativa en la cantidad de
mastot/mm?* (p<0.05 Fisher) entre 1a etapa de paresia (48 dias ddi) y la etapa sin

neuropatia, de pardlisis y recuperacidn 24, 58 y 112 dfas ddi respectivamente.

La prueba estadistica de Kolmogorov-Smirmov para las variables mastot/mm? y
mastdes/mm® mostr$ valores superiores al nivel de significancia de 0.1 en todas las
etapas de esta palineuropatia y en el grupa control sin tratar o que permitié asumir la
condicion de normalidad para las variables de interés. Finalmente, el andlisis
estadistico ANOVA para determinar la influencia del género de las ratas sobre los
resultados, mostrd niveles de significancia supenores al 0.1 en cada una de las etapas

lo que indicd que el género de las ratas no influyé en las variables bajo estudio.

Junto con la presencia de los mastocitos se presentS un aumento significativo y
progresivo en la cantidad de linfocitos endoneurales por mm?, que se present$ a
partir de la etapa sin neuropatia y continué hasta la etapa de pardlisis (p<0.00001

ANOVA), esto en relacidn directa con la severidad del dafio en el nervio cidtico.
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Sin embargo, en la etapa de recuperacidn estas células se encontraron prdcticamente
ausentes, ademds no se observd diferencia significativa entre el grupo de ratas

durante la etapa de recuperacién y ¢l grupo control sin tratar.

Es importante sefialar, que en la etapa de paresia s¢ presentd un incremento en
la cantidad de estas c€lulas del 150% con respecto de la etapa sin neurgpatia y que ea
la etapa de pardlisis se observd otro aumento de igual magnitud al que se presentd en
la etapa de paresia. No obstante, durante la etapa de recuperacidn la cantidad de

linfocitos disminuyé casi hasta alcanzar nuevamente el cero.

El andlisis estadistico de comparacién multiple por la prueba de L.SD de Fisher
mostré diferencia significativa (p<0.005) entre el grupos control sin tratar y durante
la etapa de recuperacién con respecto de los grupos durante la etapa de paresia y
pardlisis (48 y 58 dias ddi), también se observé diferencia significativa durante la

etapa de pardlisis con respecto del resto de todas las ctapas y grupo control sin tratar

(p<0.0001).

La prueba estadistica de Kolmogorav-Smimov mostré valores superiores al
nivel de significancia de 0.1 en todas las etapas de esta polineuropatia lo que
permitié asumir la condicién de pormalidad para las variables de interés.
Finalmente, el andlisis estadistico ANOVA para determinar la influencia del género
de las ratas sobre los resultados, mostré niveles de significancia superiores al 0.1 en
cada una de las etapas lo que indicé que el género de las ratas no influy$ en las

variables bajo estudio.
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Los linfocitos se caracterizaron por inmunohistoquimica y resultaron ser
linfocitos T-CD4”, sin embargo, na se puede descartar la presencia de otros tipos de

linfocitos.

Es importante sefialar a manera de resumen, que los mastocitos fueron ¢l
primer tipo celular que aumenté en forma significativa a partir de la etapa sin
neuropatia y permanecid précticamente s$in cambio hasta la etapa de pardlisis,
seguido por un aumento progresivo de la cantidad de linfocitos en estas tres mismas
etapas conforme aumentd el dafio en el nervio cidtico. También se pudo observar que
los mastocitos aumentan nuevamente y los linfocitos pricticamente desparecieron en

la etapa de recuperacidn.

Como se menciond anteriormeate, en las diferentes etapas de la polineuropatia
inducida por K. humboldtiana no habia sido reportada hasta ahora la presencia de
linfocitos y mastocitos en el endoneuro de los nervios cidticos de las ratas

intoxicadas.
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4.3 DETECCION DE INMUNOGLOBULINAS SERICAS DE RATAS
TRATADAS DIRIGIDAS CONTRA PROTEINAS DE LA
MIELINA DEL NERVIO CIATICO

Otra contribucidn importante de este trabajo y que tampoco habia sido
reportada, fue la deteccidon de inmunoglobulinas séricas IgM e 1gG, dingidas contra
neurofilamentos (68 KDa), tubulina (55 KDa), PBM o P, (18.5 KDa) y P, (16.5 KDa)
en las ratas intoxicadas can K. humboldtiana durante las diferentes etapas de esta
polineuropatia. Sia embargo, [lamd [a atencién que [a inmunoglobulina sérica IgM
del grupo de matas control sin tratar también reconocid a estas proteinas. Este mismo
resultado se observd después de hacer varias diluciones del suero de ratas Wistar y
Spraguc Dawley sin tratar, lo que hace suponer que se tratc de un autoanticuerpo

natural.

Aate los resultados obtenidos en este trabajo y al hecho de que ellos no habian
sido reportados previamente, surgen una serie de interrogantes. Las preguntas y su

posible respuesta se plantearon individualmente como se muestra a continuacion.

En este trubajo se encontré un aumento significativo en la cantidad de los
mastocitos endoneurales en las diferentes etapas de la polineuropatia estudiada, pero
;cudil es el papel de los mastocitos en 1a desmiclinizacién producida por el firato

de la K. humboldtiana?
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Se sugiere que los mastocitos tienen una funcién neuroinmunomoduladora ya

que participan en procesos neurofisiolégicos y neuropatoldgicos y se les ha

considerado como células pardcrinas® %7

Se ha reportado un aumento en la cantidad de mastocitos endoneurales en
diferentes neuropatias del SNP y en enfermedades neurodegenerativas del SNC a
manera de ejemplo tenemos a la neuropatia diabética, la intoxicacién por galactosa,
la esclerosis miiltiple, la EAE, el SGB, EAN, la neurofibromatosis, seccién por
neuroma, enfermedad de Alzheimet, degeneracién Walleriana y en neuropatias
hereditarias. Ademads, se reporté que en la desmielinizacién primaria se presenté un
incremento importante en la cantidad de mastocitos en procesos inmunes, no

inmunes, inflamatorios y no inflamatorios® % 774,

Los mastociios son células que contienen una gran cantidad de mediadores
quimicos preformados (primarios) en forma de granulos, que al ser activados
mediante un estimulo adecuado son capaces de liberarlos al microambiente donde se
encuentren presentes. Entre Jos mediadores quimicos primarios tenemos: aminas
vasoactivas (histamina, adrenalina, dopamina, serotonina), quimoquinas (IL-
8,MCP-1,MCP-3, MCP4, RANTES), enzimas (arilsulfatasas, carboxipeptidasa A,
quimasa, fosfolipasas y triptasas), factores de crecimiento (CSF, GM-CSF b-FGF,
NGF, BDNF), péptidos, factores quimiotdcticos, factor liberador de corticotropina
(CRH), endorfinas, cininas (bradicinina), somatostatina, substancia P, péptido
intestinal vasoactivo (VIP), proteoglicanos, (heparina, condroitin sulfato, 4cido

hialurénico).
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Ademds, son capaces de sintetizar de novo citocinas (1L1,2,3.4,5,6,9,10,13,16,
IFN-y, MIF y TNE-a) y productos del dcido araquiddnico como prostaglandinas y

leucitrienos (LTB4, FAP, PGD,, PGE,, LTC4, NO)™,

De los mediadores antes mencionados la histamina es capaz de alterar [a
permeabilidad de la barrera hematonerviosa, lo que favorece la vasodilatacidn y por
lo tanto, la migracién celular. También se tiene conocimiento de que las proteasas
(quimasa y triptasa) son capaces de degradar a las proteinas de la mielina,
especificamente a [a P,y a la PBM o P, ademds, se ha reportado que la P, y la PBM
son capaces de favorecer la desgranulacién de los mastocitos, por lo tanto se sugiere
que son capaces de contribuir en el dafio a la mielina® ™ 7 sin embargo, no se

puede descartar la participacion de otras enzimas.

Otra de las incdgnitas que surgid de este trabajo fue ;qué factor o factores

pueden desencadenar la migracién y estimulacion de los mastocitos ?

Se han reportado una serie de estimulos que son capaces de inducir la
activacion de los mastocitos con la subsiguiente desgranulacién de estos, cabe
mencionar algunos de ellos, después se hard hincapié en los que estén estrechamente
relacionadas con este trabajo, asi tenemos que la presencia de componentes del
complemento (C3a y C5a), bacterias, substancias quimicas, citocinas (IL1,2,4, TNF-
«), radicales libres (superéxido), factores de crecimiente (NGF, SCF), IgE y
ant{genos, peuropéptidos, condiciones fisicas, la presencia de toxinas (bacterias,

insectos, medusas, plantas (hiedra venenosa), También las protefnas bisicas de la

mielina (P, y P,) inducen su desgranulacidn‘s!. 75 80
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En estudios de hepatotoxicidad in vitre con la T-514 (PA,) aislada de plantas
del géncro Karwinskia, se demosteé que esta toxina e¢s capaz de generar radicales
libres, presumiblemente perdxido de hidrégeno y anidn superdxido, donde se sugiere
que ¢l estrés oxidativo pudiera ser el mecanismo potencial de citotoxicidad de esta
toxina®'*?_ Por analogia con otros compuestos antracendnicos, se ha propuesto que
estas toxinas al ser metabolizadas pudieran generar radicales semiquinona, los cuales
son capaces de difundir directamente a través de la membrana plasmadtica y reducir el

oxigeno y producir anién superdxido extracelular® %9,

Por lo anterior, se propone que estos radicales libres podrfan inducir la
activacién de lus mastocitos y con la accién de las enzimas se favoreceria la
degradacidn de la mielina, lo conducitia a la exposicidn y liberacién de PBM y P,

que a su vez incrementaria la activacion y desgranulacién de mds mastocitos.

Por otra parte, se sabe que los mastocitos son células residentes del SNP y del
SNC y que se encientran en mayor cantidad ¢n las regiones distales del SNP, hecho

que pudiera explicar el porque de la polineuropatia ascendente™.

Con la informacion anterior se puede asumir que los mastocitos a través de la
liberacién de mediadores quimicos pueden lesionar a la mielina del nervio periférico

¢ incluso del SNC, y favorecer la acumulacidn y activacién de linfocitos.

Sin embargo, dado que los animales recuperados presentaban una mayor
cantidad de mastocitos ;cudl serfa el papel de los mastocitos durante la

remiclinizacion del nervio cidtico?
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Se ha demostrado que los mastocitos sintetizan almacenan y liberan ¢l factor
de crecimiento nervioso (NGF) y el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF)
que son considerados esenciales para ¢l desarrollo y mantenimicato de las células
nerviosas del SNP y del SNC ©! %37 Ademds, se considera que el NGF ejerce una
funcién inmunomoduladora, ya que participa en el mantenimiento de la homeostasis
neuronal como mediador de la comunicacin reciproca entre neuronas, mastocitos y
linfocitos. También, se ha reportado que la PGE, sintetizada por los mastocitos
participa en la regulacidn de la respuesta inflamatoria y en la regeneracién neuronal
al regular la produccidn de NGF. Por su parte, las células de Schwann también
secretan NGF y presentan un aumento en la expresidn del receptor para NGF durante

el inicio de la remielinizacién™ &

Por lo tanto, se puede propomer que el mayor mimero de mastocitos
desgranulados encontrados en las ratas recuperadas se debe a que intervienen en el
proceso de remielinizacidn, probablemente al liberar factores diferentes a los que son
secretados durante el proceso de desmielinizacion, a través de otros mecanismos de
regulacidn, puesto que los mastocitos som capaces de producir diversas substancias

bajo estimulos diferentes.

Después de propouner ¢l papel que podrian jugar los mastocitos en esta
polineuropatia, la siguicnte pregunta fue: ;qué clase de linfocitos se encuentran

presentes en esta lesién y cual seria su papel?
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Se ha abservada la acumulacidén de linfocitos TCD4" en tejidos donde se
encuentran mastocitos activados y se cree que ellos juegan un papel critico en la
generacion de eventos celulares posteriores, como los que se observan en la fase

tardia de la respuesta alérgica o en [as respuestas de hipersensibilidad retardada,

Los mastocitos por su parte pueden favorecer la migracidn de los linfocitos T
hacia las dreas de inflamacidn, ya sea & través de la sintesis y liberacién de factores
quimiotdcticos ¢como la IL-16 o por induccidon de moléculas de adhesion ICAM-1 y
VCAM-1 sobre las células endoteliales. Se ha sugerido, que los linfocitos T-CD4*
amplifican la respucsta nmuone y wantienen ¢l proceso patoldgico, tal situacidn
podria suceder en esta polineuropatia ya que se presentd un aumento en la cantidad
de linfocitos progresiva y en relacidn directa con la severidad de la

desmielinizaciéon™*?,

Por inmunohistoquimica se determiné que los linfocitos presentes en esta
desmielinizacida eran linfocitos T-CD4", sin embargo, no se descarta la posibilidad

de que se presenten otras clases de linfocitos,

Por otra parte, los mastocitos de rata, ratdn y de los humanos son células
fagocfticas y presentadoras de antigeno que expresan el complejo mayor de
histocompatibilidad clase I (MHC II) ¢ inducen la activacién de células T-CD4
antigeno especificas. Asf mismo, los mastocitos sintetizan y liberan [L4 ¢ [FN-y que

inducen células Th, y Th,.
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Se ha observado que células T reactivas para la proteina P, ¢on capaces de
transtenir 1a neuritis experimental aguda (EAN) a ratas Lewis sin tratar, no obstante
se desconoce el mecanismo por el cual estas células causan la desmielinizacion®™
)

Con lo expuesto aqui podria suponer que los mastocitos a través de la sintesis
de citocinas que inducer moléculas de adhesidn que favorecen la migracidn de
linfocitos TCD4* a los nervios periféricos, ademds, tambi€n se puede sugerir que los

linfocitos amplifican la respuesta inmune y mantienen €l proceso patoldgico.

Debido a que se encontraron anticuerpos IgG dirigidos contra proteinas de la
mielina en los animales con polineuropat{a, se propone que los linfocitos T CD4*
encontrados en este estudio son Th,, aunque no se descarta la posibilidad de que

también se activen Th, y se produzea IgE.

Entonces jcémo se explica la presencia de anticoerpos IgM dirigidos
contra proteinas de la mielina en todas las ratas? Se sabe que pricticamente todos
los vertebrados cuentan con autosmticuerpos naturales, que en el humano
corresponden a IgM polireactivas e [gG de baja afinidad las cuales reaccionan con
tubulina, albimina, transferrina, actina, fetuina, citocromo ¢, mioglobulina, coldgeno,
y tiroglobulina. Se ha sugerido que la funcidn priocipal de los autoanticuerpos es su
participacidn en la homeostasis del sistema inmune en el control de la produccién
anticuerpos, asi como en [a ¢liminacida de aatigenos externos o autoantigenos viejos

yenel desencadenamiento de la respuesta inmune especifica®™ 1%,



108

En bumanos y en roedores se ha mostrado la presencia de autoanticuerpos
naturales [gMk dirigidos contra la PBM y contra oligodendrocitos y se ha observado
que favorecen el proceso de remielinizacion en €l modelo murino de encefalomielitis
viral de Theiler y en la desmielinizacién no inmune causada por lisolecitina®® 9
Con esta informacion se propene que los anticuerpos IgM encontrados en ¢l suero de
las ratas intoxicadas y sin tratar correspondan a autoanticuerpos naturales que
pudieran estar opsonizando los restos de muelina y asi favorer el proceso de

remiclinizacién y de recambio y homeostasis de |a mielina del nervio.

La informacién aquf mostrada quizd explique el papel de las inmunoglobulinas
IgM, sin embargo, ¢qué papel juegan los anticuerpus IgG dirigides contra lag

proteinas de la miclina, encontrados en este modelo de polineuropatia?

Puesto que la IgG dirigida contra proteinas de la mielina, solamente se presenta
en animales que presentaron la polineuropatia y no en las ratas sin tratar. Se propone
que la IgG presente en los animales intoxicados con la K. lwnboidtiana contribuye al
proceso de desmielinizacién, probablemente a través de la activacién de

compiemento, fo cual deberd investigarse.

De acuerdo a los resultados aqui mostrados se proponen los siguientes

mecanismos de desmielinizacion y remielinizacién.
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Probable Mecanismo de Desmiclinizacion y Remielinizacion en la

intoxicacion por K. kumbcldtiana
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Con el conocimiento de que los mastocitos son células residentes del SNP y del
SNC y que se epcuentran en mayor cantidad en [as regiones distaies del SNP, este hecha

pudiera explicar el porque de la polineuropatia ascendente'”,

Con lus resultados de este trabajo y que hasta hoy no habiun sido reportados,
contamas con una herramienta més que nos ayudari a comprender mejor el mecanismo
de acci6n de las toxinas de la K. humboldriana y de esta forma ofrecer quizd en un

futuro cercano alguna alternativa para el tratamiento de los pacientes intoxicados.

Finalmeante, s ua hecho que mientras existan en nuestro pais arbustos del género
Karwinskia seguirdn presentindose casos de pardlisis, particularmente en las
comunidades rurales y suburbanas, por lo tanto se hace necesario el continuar intentando

esclarecer la forma en que actiian estas toxinas.



CAPITULO 5

CONCLUSION

Los mastocitos, linfocitos T CD4" e inmunoglobulinas participan en el proceso de
desmicelinizacidn, por lo que se confirma la intervencién de componentes del sistema
inmune en las diferentes etapas de la polineuropatia causada por ¢l fruto de la K.

humboldtiana.
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PREPARACION DE REACTIVOS
AISLAMIENTO DE LA MIELINA DEL NERVIO CIATICO DE

RATAS WISTAR NO TRATADAS
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APENDICE A

PREPARACION DE REACTIVOS PARA EL AISLAMIENTO Y

PURIFICACION DE LA MIELINA DE NERVIO PERIFERICO

Solucitn de Sacarosa 0.29M

Se pesaron 49.63 g de sacarosa y se llevd a 500 mL con agua bidestilada.

Solucién de Sacarosa 0.85M

Se pesaron 145.48 g de sacarosa y se llevé a 500 ml. con agua bidestilada.
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APENDICE B

TECNICAS HISTOLOGICAS

PREPARACION DE REACTIVOS
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APENDICE B

DESPARAFINIZACION Y MONTAJE

Desparafinizacién e hidrataciéa de cortes incluidos em parufina

[.- Colocar los cortes en ia estufa a 60°C por 10 min.

2.- Colocar los cortes en xilol por 5 min.

3.- Pasar los cortes a una mezcla de xilol-etanol por 5 min.

4.- Transferr a etanol absoluto por 2 mun.

5.- Transferir a etanol 96° por 2 min

6.- Enjuague lento en agua destilada.

Deshidratacién y montaje de los cortes ya teiiidos

1.- Colaocar los cortes ya tefiidos en etanol 96° de 10 a 20 seg (20 inmersiones
ripidas).

2.- Transferir los cortes a etanol absoluto de 10 a 20 seg (20 inmersiones répidas).

3.- Colocar los cortes en mezcla de xtlol-etanol de 10 a 20 seg (20 inmersiones
répidas).

4.- Transferir los cortes a xilol.

5- Se colocd una gota de entelan sobre el portaobjetos y sobre esta se coloca el

cubreobjetos, procurando 1o dejar burbujas entre ellos.
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APENDICE B

TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA (H-E)

L.- Desparifimzar e hidratar |os cortes incluidos en parafina.

2.- Colocar los cortes en a hematoxilina por 3 min.

3.- Enjuagar en agua de lz llave (2 lavados ) enjuague lento.

4.- Colocar las cortes en alcokol-dcido inmersién répida

5.- Enjuagar en agua de la Have (2 lavados) enjuague lento.

6.- Transferir las laminillas a agua amoniacal 2 inmersiones rdpidas.
7.- Enjuagar con agua de la llave (2 lavados) enjuague lento.

8.- Enjuague lento ¢n agua destilada.

9.- Colocar las laminilias en eosina 6 inmersiones.

10.- Deshidratar, aclarar y montar,
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APENDICE B

PREPARACION DE REACTIVGS PARA TINCION DE
HAMATOXILINA Y EOSINA (H- E)

Solucién de Hematoxilina de Gil

Agua destilada 730 mL + 250 mL de etilenglicol + 2.0 g de hematoxilina anhidra en
polvo + 0.2 g de yodato de sodio + 17.6 g de sulfato de aluminio y 2.0 mL de 4cido
acético glacial. La mezcla se hace segin el orden indicado arriba y se disuelve con un
agitador magnética por | h a temperatura ambiente. La soluciSn se filtra antes de usarse

y es estable por varios meses.

Solucién concentrada de Eosina

Eosina amarnilia 1.0 g + 20 mL de agua destilada y 80 mL de etanal 96°. Se hace una
dilucién de 1:4, 1 parte de solucién concentrada + 3 partes de etanol al 80%. Antes de

usar se le agregan 0.5 mL de icido acético glacial por cada 100 mL de colorante.
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APENDICE B

METODO DE KLUVER-BARRERA PARA MIELINA Y

CELULAS INFLAMATORIAS

l- Desparulinizar e hidratar el tejido.

2.-  Dejar el corte en azul de luxol toda la noche entre 50 a 60°C en la estufa.

3.- Enjuagar en etanof 96° (elimina el exceso del colorante).

4.- Enjuagar en agua destilada.

5.- Inmersién ripida en carbonato de litio (Li,CO,) 0.05% (p/v) para que se produzca
diferenciacidn.

6.- Colocar en etanol al 70% continua con la diferenciacién del tejido hasta un matiz
gris y blancoe.

7.- Enjuagar en agua destilada.

8.- Enjuagar brevemente en Li,CO, para terminar la diferenciacién.

8.1 Pasar por varios cambios de etanol 70% hasta que tome un color azul verdoso la
parte més tefiida y gris la memos tefiida.

9.- Enjuagar en agua destilada

10.- Colocar en violeta de crecilo por 10 min

11.- Colocar en varios cambios de etanol 26° para difereaciacién.

12.- Deshidratar, aclarar y montar.
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PREPARACION DE REACTIVOS PARA EL METODO DE

KLUVER-BARRERA
Solucién de Aznml Luxol 0.1% (solucién alcohdlica fcida)

Azul Luxol 0.1g en 100 mL de etanol 96° + 0.5 mL de 4cido acético al 10% (soluci6n
estable).

Solucién de Violeta de crecilo 0.1 %

Se pesan 0.1 g de violeta de crecilo y se disuelve en 100 mL de agua destilada. Auntes de

usarse se filtra y se le agregan 1S gotas de &cido acético al 10%.

Solucién de Carbonato de Litio (Li,CO,) 0.05% p/v

Se pesan 0.05 g de Li,CO, y se lleva a 100 mL con agua destilada
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APENDICE B
TINCION DE AZUL DE TOLUIDINA

1.- Desparafinizar ¢ hidratar los cortes en parafina

2.- Colocar la laminillas en bafio se solucida de azul de toluidina por 30 min a 37°C.
3.- Escurmir y desmanchar las laminillas cuidadosamente con una gasa.

4 - Enjuagar en agua destilada para eliminar el exceso del colorante.

5.- Enjuagar en agua destilada limpia.

6.- Colocar las laminillus en isopropanol absoluto por 1 min.

7.- Deshidratar, aclarar y montar en resina.
PREPARACION DE AZUL DE TOLUIDINA
Solucién de Azul de Toluidina 1%

Se pesa 1g de azul de toluidina se disolvid en 50 mL de isopropanol + 50 ml. de agua

destilada. La solucién se filtra antes de ser usada.
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APENDICE B

METODO DE MARSLAND GLEES Y ERICKSON

Desparafinizar los contes con:

Xilol por 20 min, Xilol por 10 min y alcohoal isopropilico por S min
Lavar en etanol al 96° por 3 min.

Lavar en agua desionizada (2 cambios de 3 nua cfu).

Colocar las laminillas en nitrato del plata (AgNO,) por 45 min a 37°C (lamiaillas

adquieren una coloracién amarillenta).

Lavar los cortes en formalina aproximadamente 15 seg (Laminillas adquieren una

coloracidn café).

Colocar las laminillas en AgNO,; amoniacal por 30 seg.

Colocar las laminillas en formalina de 1 a 2 min.

Examinar el contraste en ¢l microscopio si es necesario repita pasos 6y 7.
Lavar las laminillas en agua desionizada

Fajar la reaccidn con thiosulfato de sodio al 5% de | a S prim.

L1.- Lavar las laminillas en agua desionizada.

12.-

Deshidratar, aclarar y moatar en resina.
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PREPARACION DE REACTIVOS PARA EL METODO

MARSLAND GLEES Y ERICKSON
Solucién de Nitrato de Plata (AgNO,) 20% (38 mL)

Pesar 6 g de AgNO, y disolver en 30 mL de agua desiconizada para evitar la formaciéa

de precipitados de plata. Hay que protegerla de a luz.

Solucién de AgNO, amoniacal

Preparar 30 mL de AgNQO; 20% + 20 mL de etanol absoluto. A la solucién anterior se le
adiciond hidréxido de amonio (NH ,OH) concentrado gota a gota hasta que se formé un
precipitado café, se siguié agregando NH,OH hasta que se disolvié el precipitado y

finalmente se agregan 5 gotas mds del NH,OH concentrado.
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APENDICE C

TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA
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APENDICE C

Se hicieron cortes en congelacién de 6 um de espesor, se montaron en un
cubreobjetos, se dejaron secar y se fijaron con acetona por 5 min. Se incubaron en
buffer PBS por 5 min, se ¢limind el buffer y se bloqueo la peroxidasa endégena con
perdxido de hidrégeno (H,(3,) 3% por 10 min, se lavd con agua bidestilada y se dejé

en buffer PBS por S min se tird y s¢ seco el exceso.

Se hizo el bloqueo de protefnas con suero comercial por 30 min, se tiré el
suero, se secd el exceso y se incubd con ¢l anticuerpo monocional contra |2 molécula
CD4 de rata a una dilucién de 1:100 durante 1 hs, en cdmara himeda y a temperatura

ambiente,

Posteriormente, se retird el anticucrpo, se lavd con el buffer PBS vy se dejd en
ncubacitn coo el buffer por 5 min, se trd el buffer y se secd el excveso. Se incubd
por 20 min. con el anticuerpo biotinilado, se lavé en forma similar a la descrita para

el anticuerpo CD4.

Se incubd por 20 min., con la estreptavidina, y se lavé de igual forma a la
descrita en ¢l paso anterior. Finalmente se revel$ con la DAB liguida por 3 min., se
favé con agua destilada y se tifio con hematoxilina de Harris por 30 seg, se lavé con

agua corriente. Se deshidrat§, aclard y monté con entellan.
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APENDICE D

PREPARACION DE REACTIVOS
ELECTROFORESIS Y ELECTROTRANFERENCIA

DE PROTEINAS DE LA MIELINA DE NERVIO CIATICO
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APENDICE D

PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS DE

PROTEINAS DE LA MIELINA DE NERVIO CIATICO

Solucién de Acrilamida/bis-acrilamida 30% p/v

Acrilamida 29.2 g + N-N’ Metilen-bis-acrilamida 0.8 g + 50 ml de agua
desionizada, se desgasificd con bomba de vacio y trampa de agua durante 2 hs, durante
este iempo se agité cou agitador magnético. Finalmente se aford a 100 mL se filtrd y se
almacené en un recipicate protegido de la {uz a 4°C. Para la manipulacién de las
substancias sélidas se realizd con guantes, cubre bocas y lentes ya que son

carcinogeénicas.

Solacién Amortigeadora Tris/HCI 3.02 M pH 8.8 para preparar Gel de Separacién
Tris base 36.56g + EDTA 0.39g + 50 mL agua desjonizada. Se ajusté ¢l pH con

HCl1 12 N antes de aforar a 100 mL y se almacené a 4°C.

Solucién Amortigaadora Tris/HCL 1.25 M pH 6.8 para preparar el Gel
Concentrador

Tris base 15.12g + 50 mL agua desionizada. Se ajustd el pH con HC] 12 N antes
de aforar a 100 mL y se almacené a 4°C.
Solucién Amortiguadora de Corrimniento 5X pH 8.3

Tris base (0.124M) 15.0 g + glicina (0.96M) 72g + SDS (0.052M) 15.0g + agua

desionizada hasta 1L . Se almacend a 4°C.
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Solucién Amortignadora de Muestra 2X
Solucién amortiguadora Tris'HC1 1.25M pH 6.8 6.5 ml. se le adicions 1 ml de

SDS al 20%, 3.3 ml de glicerol al 0% y 54 mg de azul de bromofenol.

Solucién Amortigusdora de Transferenciu pH 8.3
Tris base (25mM) 3.03 g + Glicina 192(mM) 14.4g+ Metanol (20%) 200 mL +

agua bidestilada hasta 1 L. Se aimacen6 a 4°C.

Glicerol al S0 %

Gliceral 12.5 mL + 12.5 mL de agua desionizada, se almacené a 4°C.

Deodecilsulfato de sodio (SDS) al 20%

SDS 5g + agua desionizada hasta 25 mL

Persulfato de amonio (PSA) 10%

PSA 50 mg + 500uL de agua desionizada, se prepara al momento de utilizarse.

Colorante de Coomasie al 0,1% (Tincion de geles)
Azul Urillante de Coomasie R-250 250 mg +metanol (40%) 100 mL + Acido acético

(10%) 25 mL + 125 mL de agua bidestilada.

Solucién Decolorante para Gel

Meuwanol 40% (400 mL), 4cido acética 10% (100 ml.) + agua bidestilada 500 mL.. Esta
solucién puede reutilizarse si se filtra en carbén activado.

Solacién de Ponceau

Preparar una solucién concentrada de Ponceau S dcido 3-hidroxi-4{2-sulfo-4-
(sulfofenilazo) fenilzo] 2,7-naftaleno disulfdnice disuelto en &cido ricloroacético al 30%
y 4cido sulfosalicilico al 30%. Para la tincién se hace una djlucién de 1:10 con agua
bidestilada,
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APENDICE E

PREPARACION DE REACTIVOS

WESTERN BLOT
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APENDICE E

PREPARACION DE REACTIVOS PARA WESTERN BLOT

Salaciin Amortigeadora de Salins y Foslatos (PES) 0.15M pH 7.4
Cloruro de sodio (NaCl) 8g, fosfato dibdsico de sodio (Na,HPO,) 1.2g, fosfato
monobdsico de potasio (KH,PO,) 0.2g, cloruro de potasio 0.2g + agua bidestilada hasta

1000 mL.

Solucién de Bloqueo Albamina 1%.

Albdmina sética bovina 1g + 100 mL PBS 1X se calienta a 37°C para facilitar la
disolucién de la albdimina. Se prepara la cantidad que se vaya a necesitar segiin el

ndmero de muestras a analizar.

Solucién de Blogqueo leche em polvo sin grasa 0.1%.
Leche en polve 0.1g + 100 mL PBS 1X se calienta a 37°C para facilitar la disolucién de

la leche. Se prepara la cantidad que se vaya a necesitar segiin el alimero de muestras a

analizar,

Solucién Diluyente
Se hace una dilucidm 1:10Q de Iz sclucién de bloqueo con PBS 1X pH 7.4 para tener una

concentracion final de 0.1% o 0.01%
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Solucién de Lavado

PBS 1X pH 7.4

Solucién de Revelado DAB (3,3’ diaminobencidina) 0.05%
DAB 10 mg, 20 mL de PBS pH 7.4 + 10 yL de peréxido de hidrégeno (H,0,) 30%. Se

trabaja con guantes, se disuelve la DAB en el PBS y finalmente se adicions e} H,0,

30%.
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Y para que asi conste y surta los efectos oportunos, firmo el presente
certificado en La Rabida (Huelva), a catorce de septiembre de 2001.
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Fdo: Inés Martin Lacave
Presidenta del Comité Organizador

Departamento de Citolugia ¢ Histologia Normal y Patoldgica. Facultad de Modicina. Universidud de Sevilia.
Av. Sinchez Pizjudn s/a. 41009-SEVILLA. Tho: 954 551796-7-8. Fax: 954 551799. E-mail: hist@ci<a.es.
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MA-25

BUSQUEDA DE CELULAS DEL SISTEMA INMUNE EN LA LESION INDUCIDA EN EL NERVIO
CIATICO DE RATAS WISTAR, POR LA AUMINISTRACION ORAL DE K. HOMBOLDTIANA
{TULLIDORA). Martha E. Salazar', Ma. del Socomo Flores-Castafeda?, Viktor Romero.Diaz®,
Julic Sepllveda-Saavedra® Alfredo Pifeyro-Lopsz', Ma, Victoria Bemnidez-Rocha®. 'Depto de
Farmacologfa y Toxicologla, 2Deplo, de Microbiologia y *Depto de Histologia de ia Fac. de
Medicinadala U. A. N, L.

La ingestidn del fruto de la tullidora puede causar paralisis flacida ascendente gue se confunde
con el Sindroma de Guillian-Barré. En este estudia se evalud la presencia de células del sistema
inmune en el nervio ciatico de ratas intoxicadas con el frute de Ja tullidara en diferentes elapas del
desarrollo de la pardlisis. Ratas Wistar de ambos sexos recibieron por VO una dosis fraccionada
de 3.5 g/kg del fruto de la tullidora, el grupo control (n=10) sdlo recibi® agua. Se realizd un
registra del pesa y de los signos clinicos de intoxicacion de los siguientes grupos de ratas n=10-,
(1) sin neurogat(a; (2) can paresia; (3) con paralisis y (4) recuperadas de a paralisis, Los nervios
ciaticos se tifieron con HyE, metodo de Killver-Bamrera, método de Marsian-Glees y Erikson y azul
de tolouidina. La microscopia de (uz mostré un aumento en el nimero de mastacitos en los cuatro
grupos de ratas intoxicadas y de linfocitos sobra todo en los grupos 2 y 3 que no habian sido
reportados en la literatura, ademds de las alteraciones ya descritas en la vaina de mielina. Lo
anterior puede ser el inicio para establecer el futurg tratamiento para esta intoxicacién.

MA-26

EFECTO DE PROGESTERONA Y SBETA-PREGNAN-3ALFA-OH-20-ONA EN DOS MODELOS
DE ANSIEDAD EXPERIMENTAL. Claudia Gdmez, J. Alfredo Saldivar-Gonzalez y Rodaifo
Raodriquez. Departamento de Farmmnacologia, Facultad de Medicina, UNAM. Apda. 7G-297, CP
04810, D.F.

Se ha demostrado que algunos estercides neuroactives de estructura pregnang poseen
propiedades ansialiticas en varios modelos animales. En el presente trabajo nas propusimos
explorar el posible efecto ansiclitico de progesterona y Sbeta-pregnan-3alfa-OH-20-ona en ratas
macho intactas en dos modelos de ansiedad experimental. Se utilizaran ratas Wistar macho. Los
niveles de ansiedad experimental se determinaron 30 min después de la administracién de los
farmacaos en los modelos de conducta defensiva de enterramiento y laberinto elevada en cruz_ La
inyeccidn ip. de ambas moléculas (1, 3, 10 y 30 mg/kg), pere ng de vehiculo, disminuyo
significativamente la conducta defensiva de enterramiento. El tiempo de permanencia en la
seccion abierta del laberinto aumentd de manera dosis- dependiente con respecto a los grupos
control después de la administracidn de ambos esteroides (1, 3, 1 0 y 30 mg/ka). No se
observaron modificaciones en la actividad locomotora a las dosis probadas. Los efectos
observades en ambos modelos de ansiedad experimental sugieren que ambos esteroides
neuroactivos poseen propiedades ansioliticas que apoyan l|a posibiidad de un efecto no
gendmico de estas moleculas.
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