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INTRODUCCION 

El fruto de las plantas del género Karwinskia produce envenenamiento en los animales 

que lo ingieren, llegando en muchos casos a ocasionarles la muerte. Las especies animales 

productivas sufren con frecuencia intoxicación, representando pérdidas económicas. Las 

especies más afectadas son vacas, cabras, conejos, pollos y borregos, (1). Así mismo existen 

reportes clínicos de personas intoxicadas por ingerir el fruto de esta planta, (2). 

Generalmente la intoxicación es accidental, produciéndose de 2 a 4 semanas después de 

la ingestión, una poi i neuropatía progresiva caracterizada por parálisis asimétrica 

ascendente que en los casos más graves puede causar la muerte por parálisis bulbar, (2). 

Bermúdez y cois, mencionan que varios autores han reportado que tanto en humanos como 

en animales, el consumo de grandes cantidades del fruto produce la muerte en un lapso de 

24 a 48 horas, sin la aparición de síntomas neuroiógicos, (2). Bermúdez y cois., (3) 

trabajando con perros, hámsters, cobayos y ratas a las que dió a consumir el fruto de la 

planta Karwinskia humboldtiana observaron que a excepción del perro, los animales 

tratados morían sin signos de daño neurològico; en las autopsias realizadas a estos animales 

encontró lesiones severas en hígado, pulmón y riñon, que explicarían la causa de muerte 

como un efecto directo y temprano sobre éstos órganos, comprobándolo al no encontrar 

lesiones en el sistema nervioso periférico. 

Dreyer y cois, obtuvieron 4 toxinas de tipo antracenónico de las semillas de la 

Karwinskia humboldtiana. denominándolas según su peso molecular, como: T-496, T-514, 

T-516 y T-544. Además, Waksman y cois. (4), aislaron un isómero de la T-514 a partir de 

Karwinskia oarvifolia. otro T-iso-514 de Karwinskia humboldtiana y un T-510 de 

Karwinskia affin humboltiana. 



De los diferentes efectos en los organismos intoxicados, la T-514 provoca lesiones en 

hígado, pulmón y riñon. En hígado las lesiones han sido descritas como necrosis 

centrilobulillar, esteatosis y extensa congestión venovascular intersticial severa, sin que se 

presentara daño neurològico periférico, (3). 

A nivel subcelular, Tamez y cois. (5), reportan en el riñon lesiones como glomérulos 

congestionados y células de los túbulos contorneados proximales (TCP) con vacuolas de 

grasa y lesión subnuclear. También se han observado con microscopía de luz, acúmulos 

de grasa demostrados mediante la técnica del Rojo Oleoso, y necrosis selectiva importante 

en TCP de riñón de ratas tratadas con la T-514 in vivo (6). 

En estudios realizados con TCP (7), se ha observado con microscopía electrónica de 

transmisión, ruptura en. la membrana celular y micro vellosidades, alteración de la forma y 

el tamaño mitocondrial, con destrucción de las crestas y extracción de la matriz de este 

organelo, en TCP de riñón de ratas que recibieron in vivo la T-514 por vía intraperitoneal. 

Garza-Ocañas y cois. (8), reportan daño inducido en células epiteliales de TCP 

incubadas con la T-514, consistente en citólisis dosis-dependiente, indicada por la 

liberación de la enzima Deshidrogenasa Láctica al medio; reporta además hasta un 60 % 

de reducción en la actividad mitocondrial. 

En base a estos antecedentes de lesión renal inducida por esta toxina aplicada in vivo é 

in vitro, particularmente sobre el tùbulo, se considera que los efectos de ésta pueden ser 

estudiados en forma más directa y rápida en sistemas como ios TCP aislados, (9). 



El epitelio de los TCP esta constituido por células que tienen microvellosidades en su 

superficie apical, numerosas mitocondrias y abundantes peroxisomas (10); estas 

características las distinguen de las células del resto de las estructuras renales, y son 

especializaciones que les capacitan para la realización de funciones como la reabsorción de 

del filtrado glomerular: glucosa, aminoácidos y sales de fosfato, potasio y cloro, así como 

para tí metabolismo de peróxido de hidrógeno. 

Por esta alta actividad metabólica, estas células tienen grandes requerimientos de 

oxígeno, siendo por lo tanto particularmente susceptibles al dafio por bipoxia (12), y por 

agentes bloqueadores de la producción de energía mitocondrial, como por ejemplo: 

rotenona, antimicina, cianuro y ouabaína, (13). Contra esta lesión tubular se ba reportado 

un efecto citoprotector de algunos aminoácidos como la glicina, alanina, cisteína, 

gfutamato, y del glutatión, aplicados «n vitro (14). 

Las técnicas de preparación in vitro de TCP aislados y la acción protectora de la glicina, 

constituyen en conjunto, un modelo útil en el estudio del mecanismo de lesión inducida por 

la T-514, sobre el riñon. En estas preparaciones, los TCP conservan su organización 

histológica tridimensional, en la que se mantiene la relación y comunicación entre las 

células epiteliales, y entre éstas y su membrana basal, por lo que representan un modelo 

experimental intermedio, entre las técnicas de cultivo de células, donde éstas se encuentran 

separadas unas de otras sin conservar su membrana basal, y los modelos animales en los 

que la aplicación in vivo tiene sus desventajas inherentes. En base a los antecedentes 

mencionados proponemos la hipótesis de que la toxina 514 del género Karwinskia provoca 

daño directo en el epitelio de los tábulos contorneados proximaJes, que se puede demostrar 

a nivel ultraestructural en un modelo in vitro. Los objetivos planteados para* la 

comprobación de la hipótesis son: 



1.- Observar con microscopía electrónica de transmisión, los cambios morfológicos en los 

túbulos contorneados proximales aislados incubados con T-514 por diferentes tiempos y 

concentraciones. 

2.- Determinar el efecto citoprotector de la glicina en preparaciones tratadas con T-514 por 

los mismos tiempos y concentraciones. 

3.- Determinar el daño a las células epiteliales evaluando la integridad de la membrana 

celular y la estructura mitocondrial. 

4.- Analizar estadísticamente los resultados comparando los grupos tratado y control 

MATERIAL Y METODO 

Obtención de los Túbulos Contorneados Proximales: 

Como material biológico se utilizaron conejos blancos Nueva Zelanda adultos, de 2 a 2.5 

Kgs de peso, proporcionados por el bioterio del Departamento de Patología del Centro de 

Ciencias de la Salud de la Universidad de Texas. 

Se les aplicó por vía intramuscular una dosis de 3.5 mi. de una mezcla de anestésicos 

formada de Xilazina (Rompum, Haber Mobey Corp.), Ketamina (Vetalar, Parke-Davis 

Veterinary), y Acepromacina (Promace, Aveco Company). 

Se abrió la cavidad abdominal del conejo en la línea media, se retiraron los ríñones y se 

hemisectaron sagitalmente con una navaja de un filo. Se retiró la cápsula y se colectó la 

corteza con tijeras finas. Después ésta se picó finamente y se trató con colagenasa disuelta 

en solución "high" Krebs. Se incubó en un agitador rotador con baño maría a 37° C., por 

4-5 min. a 200 r.p.m., y postriormente a 120 r.p.m. durante 30 min., momento en el que se 



detuvo U acción de la colagenasa añadiendo solución "low" Krebs. La muestra se 

centrifugó 2 veces a 450 r.p.m. por 3 min. cada una, y posteriormente se centrifugó en 

Percoll al 48 % disuelto en solución Mlow" Krebs durante 35 min. a 17,500 r.p.m., en una 

ultracentrífuga refrigerada Beckmann J2-21, con rotor de ángulo fijo, para obtener un 

gradiente de densidad, del cual se retiró la fracción correspondiente a los TCP y se 

descartaron las fracciones que contenían el resto de las estructuras renales. La fracción se 

sometió de nuevo a centrifugación repetida dos veces por 3 min., a 450 r.p.m. 

Exposición de los TCP a los tratamientos: 

Las muestras enriquecidas de TCP (Fig.l), se incubaron en un agitador rotador íi 120 

r.p.m. durante 30 min. a 37° C. Se tomaron alícuotas de 5 mi. y en éstas se aplicó el 

tratamiento respectivo: en las alícuotas que recibieron el agente tóxico, se agregaron 50 

microlitros de T-514 en una concentración de 15.5 mM., durante los siguientes tiempos: 15 

y 30 min. En los tratamientos donde se utilizó glicina como protector, se añadieron 50 

microlitros de ésta inmediatamente antes de la toxina, en una concentración de 2 mM, y se 

dejaron en incubación por los mismos tiempos mencionados para la toxina. Se tomaron 

alícuotas iguales al inicio del experimento como tiempo cero y un control sin tratamiento a 

los 30 minutos. 

Los tratamientos considerados fueron en total 6: 

Tratamiento Abreviatura 

1.- tiempo cero- To 

2.-15' con T-514 sin glicina. 15* T-514 S/G 

3.-15' con T-514 con glicina. 15' T-514 C/G 

4.- 30* con T-514 sin glicina. 30' T-514 S/G 

5.- 30' con T-514 con glicina. 30' T-514 C/G 

6.- tiempo control de 30' Control 30' 



Al final de los tiempos determinados de exposición, se tomaron 2 alícuotas de 50 

microlitros con TCP de cada tratamiento, lina de ellas se destinó para su procesamiento 

para microscopía electrónica de transmisión, y la segunda para la medición de la actividad 

de la enzima deshidrogenas» láctica libre en el medio. 

Procesamiento para microscopía electrónica de transmisión. 

Técnica de inclusión en resinas epóxicas (19): 

-Fijación de las muestras en Glutaraldehído al 2.5 % en buíTer de cacodilatos durante 1 

hora a 4° C. 

-Post-fijación en Tetraóxido de Osmio al 1 %. 

-Deshidratación por ¡inmersión en alcoholes de diferentes porcentajes de concentración en 

incremento gradual: 60, 70, 80, 90, 100 y LOO, durante 5 c/u. 

-Preinclusión en óxido de pro pile no-resina epóxica en proporción 3:1, 1:1, 0:3 durante 2, 2 

y 12 horas respectivamente, a temperatura ambiente. 

-Inclusión en resinas epóxicas y polimerización a 60° C durante 12 horas. 

Se obtuvieron 3 bloques de cada tratamiento, en los que posteriormente se realizaron 

cortes finos, que se montaron en rejillas. Después se llevó a cabo un análisis morfológico 

ultraestructural y morfométrico seniiautomatizado de las células de (os TCP en el sistema 

computarizado Morphon, para lo que se imprimieron en papel las imágenes de 

ultraestructura de 5 campos seleccionados al azar de cada rejilla (20): obtenidas del 

microscopio electrónico de transmisión EM-109 a un aumento de 4,400 X, evaluándose el 

daño citoplásmico membranal y de inicrovellosidades, y lesiones m i tocond ríales en crestas y 

matriz (Figura 2). 



Esta parte del procedimiento morfométrico de la ultraestructura de las células de los 

TCP, incluyó la captación de las imágenes mediante una cámara de video que las 

transmitió a una computadora alimentada con el programa Morphon, en ésta se grabaron 

y se almacenaron en la memoria, de donde fueron rescatadas posteriormente, para llevarse 

a un monitor, en el que se proyectaron para las determinaciones de mitocondrias totales 

por campo presentes en los diferentes tratamientos aplicados, el conteo de mitocondrias 

agrupadas en 3 tipos: electrodensas, intermedias y claras, según su electrodensidad, y la 

medición del diámetro transversal menor expresado en mieras de los diversos planos de 

sección que presentaron dichos organelos: transversal, longitudinal u oblicuo, conteo de 

figuras mitocondríales en semilunas y conteo de autofagosomas conteniendo mitocondrias 

(Figura 2). 

Medición de la actividad de la deshidrogenasa láctica libre: 

En la segunda alícuota de cada tratamiento se midió nuorométricainente el porcentaje 

de la actividad de la enzima deshidrogenasa láctica liberada al medio como un indicador de 

daño a la célula. Esta enzima cataliza la conversión de piruvato a lactato con la oxidación 

de NADH a NAD, donde el piruvato es el substrato y el NADH es el cofactor. 

Evaluación Estadística: 

Los datos obtenidos de las mediciones realizadas durante el análisis morfométrico 

fueron sometidos a procedimientos estadísticos descriptivos para la determinación de la 

media, desviación estándar, error estándar de la media, rango, mínimo y máximo; además 

se aplicaron otros métodos, como el análisis de varianza por la prueba múltiple de medias 

de Scheffé, y la " t " de Student para muestras pareadas como sigue (21): 



—Conteo mitocondrial.-

Se comparó el valor de la media del número de mitocondrias totales de cada 

tratamiento, en un análisis de varianza por la prueba múltiple de medias de ScbefTé. 

Se comparó el valor de la media del número de mitocondrias de los tres tipos mencionados 

dentro de cada tratamiento por la prueba " t " de Student para muestras pareadas. 

M. claras VS M. intermedias 

M. claras VS M. oscuras 

M. intermedias VS M. oscuras 

Se comparó el valor de la media del número de mitocondrias claras, intermedias y 

oscuras en los diferentes tratamientos en un análisis de varianza por la prueba múltiple de 

medias de Sebe/Té, 

—Diámetro mitocondrial 

Se comparó el valor de la media del diámetro de las mitocondrias totales, así como de las 

claras, intermedias y oscuras, cada tratamiento en un análisis de varianza por la prueba 

múltiple de medias de ScbefTé, 

Se comparó el valor de la media del diámetro de los tres tipos mencionados de mitocondrias 

en cada tratamiento por la prueba de " t" de Student para muestras pareadas: 

M. claras VS M. intermedias 

M. claras VS M. oscuras 

M. intermedias VS M. oscuras 



RESULTADOS 

Análisis Morfológico: 

Tiempo cero 

La observación con microscopía electrónica de transmisión mostró la ultraestructura de 

los TCP del tiempo cero con la morfología típica, (Figura 4), de los túbulos normales: 

citoplasma conservado, microvellosidades largas, y membranas sin alteración. Se observó el 

núcleo con heterocromatina localizada en acúmulos electrodensos por la parte interna de la 

envoltura nuclear y la eucromatina dispersa por todo el interior del núcleo presentando el 

nucléolo con su morfología característica. Se observó claramente la polaridad morfológica 

celular, como se mostró en las células normales. En el citoplasma basal celular, por debajo 

del núcleo y localizadas entre largos plegamientos de la porción basal de la membrana 

celular se encontraron abundantes mitocondrias en las que se apreció su forma y estructura 

interna característica, con las membranas externa é interna integras, esta última con sus 

crestas típicas rodeadas de matriz uniformemente conservada. Además, se encontraron 

peroxisomas con una placa marginal electrodensa en estrecha relación con la membrana de 

este organelo; así mismo, se observaron organelos como retículo endoplásmico rugoso y liso, 

complejo de Golgi y vesículas endociticas de aspecto normal. La membrana celular apical 

mostró microvellosidades largas en toda sus superficie. 

Durante la revisión de las muestras de este tiempo se observaron mitocondrias de formas 

muy variables, presentándose algunas imágenes circulares, otras ovaladas, alargadas y aún 

bifurcadas, según su disposición al plano del corte. 

En éste y en todos los tratamientos se observaron mitocondrias con menor o mayor 

grado de electrodensidad de la matriz, que se clasificaron de acuerdo a ésta en 3 tipos: 

a)- electrodensas, 

b)- intermedias y 

c>- claras, (Fig. 3). 



Se determinaron la cantidad total de mitocondrias por tratamiento y la cantidad de cada 

uno de los tipos mencionados; así mismo se midió el diámetro de las mitocondrias tanto 

consideradas en conjunto como separadas en los tres tipos, siendo estos datos registrados y 

analizados mediante la prueba de " t" de Student y un análisis de varianza por la prueba 

múltiple de medias de ScbefTé, según se describió en material y métodos, para evaluar los 

diferentes tratamientos y tiempos aplicados a los TCP. Los datos se presentan como valores 

promedio en las tablas a, b, y c de los resultados del análisis morfométrico. 

T-514,15' sin glicina 

En las células del epitelio de los TCP de este tratamiento, se presentó la polaridad 

celular como se observó en las muestras del tiempo cero; en las imágenes de ul tra estructura 

de estas células se observó el núcleo de localización basai con estructura normal; 

mitocondrias de ubicación basai principalmente, con estructura similar a la descrita para el 

tiempo cero en cuanto a forma y tamaño; se observó la presentación de los 3 tipos 

mitocondriales según su electrodensidad descritos anteriormente; en la parte apical de la 

célula se presentaron numerosas vesículas endociticas de diversos tamaños; la membrana 

celular se encontró completa en la superficie apical, presentando microvellosidades sin 

alteraciones, (Fig 5). 

T-514,30' sin glicina 

El efecto de la toxina observado en estas muestras fué más marcado que en el 

tratamiento anterior; la ultraestructura celular se vió alterada en general, perdiéndose en 

las células más afectadas su polaridad; el núcleo se apreció más electrodenso y deformado 

en su superficie. El daño citoplásmico, con vesiculación y extracción del contenido celular 



debido a rupturas de la membrana celular apical. En la superficie apical se observó la 

alteración y desprendimiento de las microvellosidades en algunos segmentos de la 

membrana. Más evidentemente se manifestó el daño en las mítocondrias. Estos organelos 

presentaban alteración en su forma, tamaño y estructura normal. La forma circular fué la 

presentación predominante en este tratamiento, acompañada de aumento en el diámetro. 

Además en las mítocondrias alteradas en su forma y volumen, se observó la pérdida de la 

matriz en diversos grados, advirtiéndose ésto por la variable electrodensidad en el interior 

mitocondrial y por la fragmentación, y ruptura de las membranas interna y externa de este 

organelo, (Figura 6). 

En este tratamiento, se observaron casos interesantes de mitocondrías con pérdida de 

electrodensidad por la pérdida de su matriz, rodeadas individualmente de manera parcial, 

por una mitocondria más electrodensa con forma de semiluna. En otros casos, las 

mítocondrias presentaban un tabique membranal medio, que las cruzaba totalmente de un 

lado a otro, estando en relación con la membrana interna. También se reconoció la 

presencia de numerosos autofagosomas con restos de mítocondrias en su interior. 

T-514,15' con glicina. 

El aspecto celular en las muestras que recibieron la toxina y glicina durante este tiempo, 

fué muy similar al de las muestras del tiempo cero. 

Aquí se conservó la polaridad en la estructura celular; el núcleo se encontró integro y de 

características típicas, con localización principalmente basal; el citoplasma estuvo bién 

conservado. Las mítocondrias de ubicación basal conservaron su estructura normal en 

forma y tamaño, siendo posible identificar también los 3 tipos de electrodensidad ya 

mencionados. En la porción apical de la célula se pudieron ver vesículas endocíticas 

abundantes. La membrana de la superficie apical mostró microvellosidades íntegras 

normales, (Figura 7). 



T-514, 30' con glicina 

La ultraestructura de estas células fué muy similar a las del tiempo cero; se conservó la 

polaridad celular, con la distribución ya conocida de los organelos, que presentaron la 

morfología típica, principalmente el núcleo y las mitocondrias. Tampoco se advirtió 

extracción del citoplasma, o alteración de las microvellosidades en la superficie apical de la 

membrana de la célula, (Figura 8). 

Control 30' 

Aquí se presentó el aspecto normal del epitelio de los TCP, como se vió en las muestras 

del tiempo cero y en las que recibieron glicina. Se observaron la mitocondrias normales 

ubicadas en la porción basai del citoplasma que se vió homogéneamente electrodenso, sin 

señales de extracción. Núcleo sin lesión aparente, superficie apical de la membrana celular 

continua, provista de microvellosidades completas sin daño, (Figura 9) 

En la Figura 10 se muestra un resumen del aspecto observado de las mitocondrias en los 

diferentes tratamientos. 

Análisis Morfométrico 

Los datos de las determinaciones morfométricas de cada tiempo y tratamiento se dan a 

continuación, e incluyen: 

a) El conteo de mitocondrias totales (sin separarlas en los 3 grados de electrodensidad), por 

campo. El promedio del total de mitocondrias por tratamiento se muestra en la tabla I y en 

la gráfica I, en donde se observa que existe diferencia significativa entre el tiempo cero y el 

tratado con T-514 por 30' S/G, presentando este último una cantidad menor de 

mitocondrias. 



b) El conteo de mitocondrias de los 3 tipos en cada tratamiento. Los promedios de estos 

valores se muestran en la tabla II y en la gráfica II donde se señalan los casos en que existió 

diferencia significativa, por la presencia de mayor cantidad de mitocondrias claras en los 

grupos tratados con toxina 514 durante 30 minutos sin glicina. 

c) La medición del diámetro mitocondrial consideradas en conjunto, por tratamiento. Los 

valores promedio en mieras se presentan en la tabla III y la gráfica III, señalándose los 

casos donde existió diferencia significativa, debida al mayor diámetro de las mitocondrias 

de los grupos tratados con la toxina 514 por 30 minutos sin glicina. 

d) La medición del diámetro de las mitocondrias separadas en los tres tipos. Esto se 

muestra en la tabla IV y en la gráfica IV, donde se observa un mayor diámetro en las 

mitocondrias claras estadísticamente significativa. 

e) La cantidad de mitocondrias rodeadas de semilunas electrodensas. Esto se muestra en la 

tabla V y en la gráfica V, siendo significativamente mayor en los grupos tratados con toxina 

514 por 30 minutos sin glicina. 

0 La presencia de autofagosomas conteniendo mitocondrias. Esto se da en la tabla VI y en 

la gráfica VI, presentándose mayor cantidad en los tratados con toxina durante 30 minutos 

sin glicina. 

Los datos se expresan en todos los casos como valores promedio con las desviaciones 

estándar respectivas de cada tratamiento; se incluyen los resultados de un análisis de 

varianza por la prueba múltiple de medias de SchefTé con un nivel de significancia de 0.05, 

y de la prueba de " t" de Student para muestras pareadas. 

Liberación de deshidrogenasa láctica 

Los datos de las mediciones del porcentaje de la actividad de la deshidrogenasa láctica 

como índice de liberación al medio, se muestran en la gráfica VII y demuestran ser 

significativamente mayores en las muestras tratadas con la toxina 514 durante 30 minutos 

sin glicina. 



DISCUSION 

En algunos de los estudios realizados in vivo aplicando la toxina T-514 en varias especies 

de animales, se ha reportado con microscopía de luz y electrónica de transmisión, daño 

renal, principalmente a nivel de los túbulos contorneados proximales (TCP), estableciendo 

al riñón como un órgano blanco de la toxina (2, 3, 5, 6). Sin embargo, dada la compleja 

estructura renal y las interacciones entre los diversos eventos que ocurren en este órgano, 

(11, 12), se dificulta la distinción más fina de los sitios y mecanismos de lesión observada. 

En este aspecto, los estudios in vitro tienen la ventaja de permitir la aplicación directa y 

controlada de tratamientos elegidos a muestras de tejidos o células de interés, obtenidas de 

organismos adecuados (12). 

Se ha evaluado la T-S14 en monocapas de células de TCP de riñon, con dichas ventajas 

(8). Otra técnica es el aislamiento de TCP, que se ha utilizado para la aplicación in vitro de 

diversos agentes citotóxicos bloqueadores de la producción de energía mitocondrial (9, 12, 

13,14); así mismo, en este trabajo se llevó a cabo la exposición de TCP a la toxina T-514 en 

muestras Ubres de otras estructuras renales, obtenidas en suficiente cantidad y pureza 

siguiendo este modelo. Esto constituye una contribución importante a los estudios de 

nefrotoxicidad inducida por la T-514, ya que es un abordaje que proporciona información 

de la respuesta de células que conservan su comunicación entre sí y su membrana basal, y 

representa un modelo experimental intermedio entre las técnicas de cultivo donde las 

células se encuentran separadas unas de otras y no conservan su membrana basal, y los 

modelos animales que tienen las desventajas ya mencionadas. 



En el análisis morfológico realizado durante este estudio se mostró la lesión inducida por 

la T-514 sobre la ultraestructura de los TCP, en base a la conocida estructura normal de 

esta porción renal (10), y a la conservación de la integridad de las muestras del tiempo cero 

y del tiempo control de 30 min. que no recibieron la toxina. Estas observaciones in vitro 

reproducen los reportes de daño inducido sobre los TCP de la aplicación in vivo de esta 

toxina (2, 3, 5, 6, 15). La lesión uitraestructural es más evidente a los 30 minutos de 

incubación, comparada con los demás tiempos, y es similar al daño citoplásmico y 

mitocondrial descrito en los reportes de aplicación de los agentes citotóxicos, (9, 12, 13, 14), 

donde se ha observado la alteración de la forma y el tamaño de la mitocondria, con 

extracción de la matriz y destrucción de las crestas de este organelo; ruptura de la 

membrana celular apical y salida del contenido citoplásmico al exterior de la célula. 

En el estudio morfométrico las mediciones de diámetro realizadas en las mitocondrias de 

cada tiempo consideradas en conjunto, muestran valores más altos a los 30 minutos de 

exposición a la toxina, estadísticamente significativos de acuerdo a la prueba de ScbefTé, 

con un nivel de significancia de 0.05, comparados con los demás tiempos, lo que se 

interpreta como un aumento de volumen acompañado, según se describió ya en los 

resultados del análisis morfológico, de extracción de la matriz de este organelo debido al 

efecto de la toxina. La comparación de las medias del diámetro de las mitocondrias 

separadas en los tres tipos (claras, intermedias y oscuras), muestra que las diferencias de 

diámetro, y por lo tanto de volumen, son significativas según la prueba de " t" de Student 

para muestras pareadas, lo que apoya la relación entre la pérdida de la electrodensidad y el 

aumento de volumen que es mayor en las muestras del grupo tratado con la toxina. 

El conteo de mitocondrias totales por tiempo (sin separarse en los 3 tipos), muestra el 

valor más clara y significativamente bajo a los 30 min. de incubación con la toxina, lo que 

representa un dato más de un efecto de disminución del número de éstas. 



£1 conteo de mitocondrias separadas en los 3 tipos, fué significativamente más bajo en las 

mitocondrias intermedias de los 30 min. de incubación con la toxina, comparado con el 

número de mitocondrias intermedias del resto de los tratamientos, si se considera que ésta 

es la forma normal, puede explicarse que hubo un efecto que provocó su disminución, (16). 

Al comparar mediante la prueba de " t" de Student para muestras pareadas, el número 

de mitocondrias de los tres tipos en cada tratamiento se encontró diferencia estadística 

significativa en la mayoría de los casos, las excepciones fueron los tres casos mencionados 

de los grupos que recibieron la toxina sin añadir glicina, lo cual se explica porque estos 

tratamientos presentaron los valores más bajos de mitocondrias intermedias (mitocondrias 

normales). 

Es bién conocido que el número de organelos por célula puede ser regulado de acuerdo a 

las necesidades; un gran incremento de las mitocondrias puede observarse si un músculo 

esquelético en reposo es estimulado repetidamente para contraerse por un tiempo 

prolongado (17). En circunstancias especiales, la división de los organelos es controlada con 

precisión por la célula. Las mitocondrias se originan por el crecimiento y división de 

mitocondrias ya existentes. Estudios de microscopía electrónica sugieren que la división de 

estos organelos se inicia con un plegamiento de la membrana interna, como ocurre en la 

división de muchas bacterias, implicando esto que se trata de un proceso controlado en 

lugar de una ruptura en dos al azar (18). 

Otro de los puntos analizados con respecto a la destrucción de las mitocondrias dañadas 

fué la presencia de autofagosomas conteniendo restos de mitocondrias en su interior. El 

conteo de estos autofagosomas en cada uno de los tiempos mostró su presencia 

relativamente abundante en cantidades variables en todos ellos, advirtiéndose sin embargo, 

que a los 30 minutos de incubación con la toxina se observaron además, en un número 



significativamente mis alto comparado con los demás tratamientos, mitocondrias alteradas 

rodeadas de semilunas electrodensas, que pudieran considerarse mitocondrias en división 

como una tendencia de la célula al mantenimiento de su integridad y función, aunque dicha 

recuperación no fué evaluada en este trabajo. 

Las observaciones a nivel ultraestructural ya descritas concuerdan con los datos 

obtenidos durante el análisis morfométrico de las muestras, estableciendo la existencia y 

grado de lesión celular por la T-514. 

Aunado a los estudios anteriores, la determinación del grado de lesión membranal por la 

medición de la DHL liberada al medio, apoyó la interpretación de daño a los 30 min. de 

incubación. En este tiempo los valores fueron más altos, en comparación a los demás 

tiempos. 

El efecto protector de la glicina contra los agentes bloqueadores de la función 

mitocondrial, se manifestó contra la T-S14 según la conservación observada en la 

ultraestructura celular y mitocondrial de los TCP incubados por 15 y 30 miu. con toxina, 

donde se añadió este aminoácido; en este tratamiento, el aspecto de las muestras fué como 

el de los tiempos cero y control de 30 min. Existió una gran diferencia en el daño de las 

muestras tratadas con toxina solamente y las que recibieron la toxina y glicina. 

La diferencia más marcada se presentó a los 30 min. de incubación. 

El análisis morfométrico mostró cantidades significativamente mayores de mitocondrias 

totales en las muestras de 30 min. que recibieron toxina y glicina, que en las que solo 

recibieron la T-514. 



En cuanto a los promedios de mitocondrias separadas en 3 tipos, los valores encontrados 

fueron más altos en el tipo de mitocondrias intermedias en los tratamiento: TO, 15 y 30 min. 

de incubación con toxina y glicina, y control de 30 min., lo que indica una predominancia 

de las formas normales, a diferencia de las muestras que recibieron solo toxina por 30', que 

presentaron los valores significativamente más bajos. 

La medición del diámetro de las mitocondrias de las muestras dió valores más bajos en 

las que recibieron glicina que en las que solo se aplicó la toxina, y son semejantes a los datos 

encontrados para los tiempos cero y control. 

Estos datos señalan una protección de la glicina hacia el daño celular, y en particular de 

la mitocondria, si se toma en cuenta que el aspecto claro de estos organelos se debe a la 

extracción de su matriz debido al daño, y que el mayor diámetro indica aumento de 

volumen, también como resultado del daño. Otro dato en apoyo a estas observaciones lo 

representan los valores de la medición de la DHL libre en el medio, que indican una menor 

citólisis, ya que son más bajos en las muestras con toxina y glicina que en las que recibieron 

solo toxina. 

El conteo de autofagosomas en estas muestras dió una cantidad muy semejante a las 

obtenidas para los demás tratamientos, incluyendo los tiempos cero y control, como ya se 

mencionó. Aquí se presentaron formas de mitocondrias en semilunas en una cantidad 

significativamente menor que en el tiempo de 30 min. incubado con toxina solamente. 

La similitud entre el efecto del bloqueo especifico de la cadena respiratoria mediante 

agentes citotóxicos, (9,12,13,14), y el efecto de la T-514 sobre la mitocondria y la célula en 

general, en el modelo de TCP aislados de riñon, indica un posible efecto directo de la toxina 



sobre este organelo y apunta hacia un posible modo de acción parecido al de los agentes 

mencionados. 

La conservación de la integridad celular de los TCP que recibieron glicina de acuerdo al 

anáfisis morfológico de las muestras, comparadas con las tratadas solo con toxina, señala un 

efecto protector de este aminoácido, como se ha reportado con algunos agentes citotóxicos 

(9,12,13,14); El análisis morfométríco y estadístico de las medias de las muestras presenta 

valores de los grupos que recibieron glicina, sin diferencia significativa a los tiempos cero y 

control de 30 minutos, determinándose de acuerdo a la prueba de " t" de Student, que 

existió significancia en la diferencia entre los grupos de 30' que recibieron glicina y los que 

solo recibieron toxina durante ese tiempo. 

CONCLUSIONES 

La hipótesis planteada para este trabajo del efecto tóxico directo de la toxina T-S14 en el 

modelo in vitro Túbulo Contorneado Proximal aislado de riñon, se confirmó de acuerdo a 

las observaciones morfológicas a ultraestructura, apoyadas en la caracterización 

morfo métrica. 

Se observó que el daño se localizó importantemente en las mitocondrias, las que 

mostraron cambios ultraestructurales relacionados con este efecto: aumento de volumen, 

pérdida de la matriz y destrucción por la vía autofágica lisosomal. 

Además se observó presencia de división mitocondrial, interpretada como una respuesta 

proliferativa compensatoria. 

Se demostró que el daño producido por la toxina 514 fué disminuido por la adición de 

glicina al medio de incubación, lo que sugiere una similitud entre el mecanismo de acción 

de los agentes que envenenan a la cadena respiratoria y la T-S14. 



RESUMEN 

La T-514 del género Karwinskia afecta el hígado, pulmón y riñon de animales 

intoxicados experimentalmente. La aplicación de esta toxina a células de túbulos 

contorneados proximales (TCP) en cultivo, provocó daño celular y reducción de la 

actividad mitocondria!. La hipótesis del trabajo es que el daño inducido por la T-514 se 

podía demostrar a ultra estructura en TCP aislados del riñon. Los objetivos fueron:l)-

obtención de TCP aislados del riñon de conejo; 2)- aplicación de 50 microlitros de toxina 

15.5 mM. durante 15' y 30* a TCP aislados; aplicación de 50 microlitros de glicina 2 mM. 

además de la toxina a otras alícuotas; se tomaron un tiempo cero y un control de 30'. 3)-

evaluación a microscopía electrónica de transmisión (MET) del daño celular y 

mitocondria!. 4)-análisis estadístico. Los TCP se obtuvieron del riñon de conejos Nueva 

Zelanda por centrifugación en Percoll. De cada tratamiento se tomaron 2 alícuotas, una 

para MET y la otra para la medición de la actividad de la enzima deshidrogenasa láctica. 

Se prepararon 3 bloques de resinas, se montaron cortes finos en 3 rejillas y de cada una se 

tomaron 5 micrografías electrónicas a un aumento de 4,400 X, en las que se realizó un 

análisis morfológico y otro morfométrico. Se contaron las mitocondrias totales por 

tratamiento, el número de mitocondrias de 3 tipos de electrodensidad: claras (C), 

intermedias (I) y oscuras (O). Se midió el diámetro mitocondrial total por tratamiento, se 

midió el diámetro de las mitocondrias separadas en los 3 tipos (C,I,y O). Se realizó un 

análisis de varianza de Scheffé (0.05) y una " t" de Student para muestras pareadas (0.05). 

Los tiempos cero y control de 30' mostraron las características de los TCP normales. Las 

tratadas con la T-514 mostraron extracción de citoplasma, ruptura de membrana celular y 

pérdida de matriz mitocondrial con aumento de volumen de éstas. Las que recibieron 

glicina mostraron un aspecto similar al tiempo cero y control de 30'. Se confirmó la 

hipótesis del daño ultraestructural in vitro de la T-514 en el TCP aislado del riñon de 

conejo de acuerdo a la observación morfológica y a la caracterización morfométrica celular, 

prícipalmente en la mitocondria, presentándose división de este organelo como una 

respuesta proliferativa compensatoria. La glicina disminuyó el efecto de la T-514 lo que 

sugiere una similitud entre el daño por esta toxina y los agentes que envenenan la cadena 

respiratoria. 



Fig. 1- Corto semiílno de túbulos contorneados proxiinales a s riñon de conejo obtenidos 
por centrifugación en Percoll, donde se puede apreciar !a pureza de la muestra y la 
separación adecuada entre eilos y otras estructuras renales. Se conserva ia organización 
tuoular tridimensional y la integridad del epi ?lio. 
Micrografía de luz de cortes teñidos con Azui Je Toiuidina. 
A'imento= 125 X 
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Fig. 3- Composición de micrografias electrónicas de transmisión que ilustran los tres tipos 
de electrodensidad mitocondrial observada y la alteración del diámetro normal. 
a)-oscuras, b)-intermed¡as, c) claras, d)-semilunas, e)-en división, f)-autofagosomas. 
Aumento= 4,400 X 



Fig. 4-Micrografía electrónica de TCP del tiempo cero con la estructura bién conservada 
del epitelio, con: 1)- núcleo redondeado, 2>- citoplasma conservado, 3)-mitocondrias con su 
forma y aspecto típicos 
Aumento= 4,400 X. 
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Fig. 5- Ultraestructura de células de T C P t r a t adas con toxina 514 duran te 15 minutos que 
mues t ra : 1)- la conservación del ci toplasma, 2)- microveilosidades completas y 3)-
mitocondrias sin alteración. 
Aumento= 4,400 X. 



Fig.6- Imagen de la ul t raest ructura de células de T C P tratados con T-514 durante 30 
minutos que presentan: 1)- extracción y 2)- vesiculación del citoplasma, 3)- discontinuidad 
de la membrana apical, 4)- desprendimiento de las microvellosidades, 5)- aumento del 
d iámetro mitocondrial con pérdida de la forma típica, 6)- extracción de la matriz y ruptura 
de crestas. 
Aumento= 4,400 X. 



Fig. 7- Células de T C P tratados du ran t e 15 minutos con toxina 514 y glicina, donde se 
aprecia: 1)- citoplasma sin daño aparente , 2)- microvellosidades completas, 3)-
mitocondrias de aspecto normal. 
Aumento= 4,400 X. 



Fig. 8- Células de T C P t ra tados duran te 30 minutos con T-514 y con glicina que presentan: 
1)- conservación de las microvellosidades, 2)-conservación de la membrana celular apical, 
3)- mitocondrias de aspecto normal. 
Aumento= 4,400 X. 



Fig. 9- Epitelio bien conservado de muestras de T C P incubadas sin tratamiento durante 30 
minutos como control : 1)- citoplasma normal, 2)- membrana celular continua, 3)-
microveüosidades completas, 4)- mitocondrias sin daño. 
Aumento= 4,400 X. 



Fig. 10- Composición de micrografías electrónicas que presentan un resumen del aspecto 
mitocondrial ba jo los tratamientos aplicados con los daños descritos en cada caso: a)-
t iempo cero, b)- T-514 15min. S/G, c)- T-514 30 min. S/G, d)- control de 30 min.,e)- T-514 
15 min. C/G, í> T-514 30 min. C/G. 
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Apéndice 

Tratamiento: Promedio Desviación Estándar 
Tiempo cero = 77.78 40.65 

T-514,15' sin glicina- 62.44 37.90 
T-514,15' con glicina^ 76.95 28.24 
T-514, 30' sin glicina- 53.13 32.57 
T-514, 30* con glicina= 69.50 32.83 

Control 30'= 66.51 28.08 

Tabla I: 
Muestra el valor promedio del número total de mitocondrias por tratamiento 
Análisis de varianza:prueba de Scbeffé® significancia de 0.05 
Existe diferencia significativa entre el Tiempo 0 y el T-514,30' S/G. 
Ver Gráfica 1. 

Tratamiento Electrodensas Intermedias Claras 
Tiempo cero= 18.42 53.80 4.38 

T-514,15' S/G= 12.02 42.24 8.44 
T-514,15' C/G= 25.80 46.22 4.37 
T-514, 30' S/G= 17.22 25.51 11.31 
T-514,30* C/G= 14.29 46.25 7.59 

Control 30'= 18.62 42.28 6.02 

Tabla II: 
Muestra el valor promedio del número de mitocondrias de cada tipo encontradas en los 
tratamientos. 
Análisis de varianza: prueba de Scheffé*8 Significancia=0.05. 
Existe diferencia significativa entre: 
Mitocondrias claras d e — T-514,30'S/G vs Tiempo cero 
Mitocondrias claras d e — T-514,30'S/G vs T-514,15'C/G. 
Mitintermedias de- T-514, 30'S/G vs Tiempo cero 
Mitintermedias de T-514,30'S/G vs T-514,15'C/G 
Mitintermedias de T-514, 30'S/G vs T-514, 30'C/G. 
M i t oscuras de T-514,15'C/G vs T-514,15'S/G. 
Prueba de " t" de Student para muestras pareada s= 
Existe diferencia significativa entre los tres tipos de mitocondrias de todos los tratamientos, 
excepto en los siguientes casos: M i t claras vs M i t oscuras de T-514,151 S/G. 

M i t claras vs Mi t oscuras de T-514,30'S/G. 
M i t interm. vs Mi t oscuras de T-514,30' S/G. 
Ver Gráfica 2. 



Tratamiento Media Desviación Estándar 
Tiempo cero 1.14 0.36 

T-514,15' S/G 1.17 0.46 
T-514,15' C/G 1.14 0.38 
T-514,30' S/G 1.46 0.48 
T-514,30' C/G 1.35 0.41 

Control 30' 1.13 0.25 

Tabla IH: 
Muestra los valores promedio del diámetro del total de mitocondrias sin separarlas en los 
tres tipos. 
Análisis de varianza por la prueba múltiple de Scheffé: 
Nivel de significancia9 0.05 
Existe diferencia significativa entre: 
T-514, 30* S/G vs Tiempo 0 
T-514,30* S/G vs T-514,15'C/G 
T-514,30' S/G vs Control 30' 
Ver Gráfica 3 

Tratamiento Electrodensas Intermedias Claras 
Tiempo cero= 0.45 0.51 0.68 

T-514,15' S/G= 0.47 0.54 0.78 
T-514,15' C/G = 0.44 0.52 0.71 
T-514,30* S/G = 0.48 0.64 0.96 
T-514, 30' C/G= 0.48 0.57 0.89 

Control 30'= 0.46 0.53 . 0.70 

Tabla IV: 
Se presentan los promedios de los diámetros de los tres tipos mitocondriales. 
Análisis de varianza- prueba ScbefTé: Significancia- 0.05. 
Mitocondrias claras= no hay diferencia significativa entre los tratamientos. 
Existe diferencia significativa entre los siguientes tratamientos: 
T-514, 30'S/G vs Tiempo 0 
T-514, 30*S/G vs T-514,15'S/G 
T-514, 30'S/G vs T-514,15'C/G 
T-514,30'S/G vs Control 30' 
Mitocondrias oscuras: 
T-514,30'S/G vs T-514,15'C/G. 
Prueba de " t " de Student para muestras pareadas: 
Existe diferencia significativa entre los tres tipos de mitocondrias de todos los tratamientos. 
Ver Gráfica 4. 



Tratamiento Semilunas 
Tiempo Cero= 5 

T-514,15* S/G= 18 
T-514,15' C/G= U 
T-514,30' S/G= 75 
T-514, 30' C/G= 15 

Control 30'p 2 

Tabla V: 

Muestra los valores totales de las mitocondrias con semilunas en cada tratamiento. 

Ver Gráfica 5. 

Tratamiento Autofagosomas 
Tiempo Cero= 48 

T-514,15' S/G= 69 
T-514,15' C/G= 68 
T-514, 30' S/G= 96 
T-514, 30' C/G= 38 

Control 30'= 43 
Tabla VI: 
Muestra los valores totales de autofagosomas conteniendo mitocondrias encontrados en los 
tratamientos. 
Ver Gráfica 6. 




