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NacCl Cloruro de Sodio
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Karwinskia humboldtiana

La Karwinskia humboldtiana (Kh)es popularmente conocida como: tullidora,
capulin tullidor, cacachila, chanchanote, tuvimmgntillo, coyotillo de Texas, etc.
(Escobar y Nieto, 1965; Fernandez Nava, 1992). itsirbol o arbusto de 1 a 8
metros de altura, su fruto es del tamafio de unagady verde en sus inicios y de
color violeta oscuro al momento de estar madurcaesoso, de cascara fibrosa y con
una semilla (Padrén, 1951; Arreola-Naataal, 2000).

1.1.1 Cuadro clinico de intoxicacion g

Cuando la ingesta del fruto & ha sido abundante, se presenta una intoxicacion
aguda, con un cuadro de insuficiencia respiratprimna rapida evolucién hacia la
muerte. Ademas, en animales de experimentaciéresemqta dafio severo en érganos
como: pulmon, higado y rifién, en ausencia del auddrparalisis (Bermudex al,
1986).

El cuadro de intoxicacion cronica se produce 3émanas posteriores a la ingesta
de fruto. Dependiendo de la cantidad de la ingastadental del fruto, tanto en el
humano, como en animales, puede presentarse undcation créonica o aguda. La
intoxicacién cronica inicia con una disminucion ldefuerza en las extremidades

inferiores, que asciende progresivamente y afaecthien a las extremidades



superiores, para finalmente producir una paraléssendente, progresiva y simétrica
(Escobar y Nieto, 1965). Cuando el paciente sobegVa recuperacion es gradual y
de forma espontanea, en un periodo variable queéepser hasta de 1 afio después, de
la ingesta del fruto (Escobar y Nieto, 1965; Aguyi&olla, 1982).

1.1.2 Estudios quimicos dh

Del fruto deKh se han aislado antracenonas fendlicas biologicemactivas
(Dreyer et al, 1975; Waksmaret al, 1989). Mediante analisis fisicoquimicos se
logré determinar la estructura quimica de 4 comymseson actividad deletérea, tales
compuestos se nhombraron en base a su peso moleomar T-496, T-514, T-516 y
T-544 (Dreyeret al, 1975). Estudios en animales de experimentacgmnogtraron
que el compuesto T-544 es responsable de los sfaetarologicos, el T-514 de las
lesiones de pulmoén, higado y miocardio, el T-49@amente produce diarrea y el T-
516 que hasta el momento no se conoce su actiédpécifica (Bermudeet al,
1992). Algunas de estas toxinas, también estaremies en las hojas y raiz de esta

planta (Domingueet al, 1976).

1.1.3 Intoxicacién accidental con fruto idb en humanos

El primer reporte de la intoxicacion por la ingeataidental del fruto d&h, fue
escrito por Clavijercen el siglo XVIII (Clavijero, 1789). Posteriormen@astillo
Najera describe casos de paralisis observadosalndPen 1918, entre los elementos
del ejército de la Division del Norte (Castillo W&, 1920). Padrén, en 1951
describié el cuadro clinico de la intoxicacion, deuerdo a las observaciones

realizadas en 6 nifios intoxicados (Padron, 1951).



1.1.4 Estudios experimentales en SNC realizadosnenales intoxicados con fruto
deKh

Se han realizado diversas investigaciones pararesel el dafio causado por el
fruto deKh. Padréon en 1951, en un estudio experimental reaizadrata blanca y
conejo, administré de 5 a 10g de semilla pulveazaw una dosis Unica, lo que causoé
la muerte para la rata. Con una dosis de 3 a 9ggsé reproducir el cuadro de
paralisis que se observa en humanos en un periedd al 4 dias posteriores a la
administracion, éste resultado se logré también2cdosis diarias de 2 a 3g durante 5
dias (Padrén, 1951).

Basandose en estas condiciones experimentales9%th Radron y Velazquez
produjeron el cuadro clinico de paralisis en conej8e realizd el examen
histopatoldgico de los animales y se observd hiparasia, con disminucion del
volumen y el numero de neuronas en el asta antdaomédula espinal, algunas
neuronas presentaron datos morfologicos de croisiatérambién se observoé lesion
difusa en las células de Purkinje en cerebelosipheneuronal difusa en los nucleos

del puente y corteza cerebral (Padron y Velazgl@ss).

Escobar y Nieto en 1965, realizaron un estudio x@atal en gato y rata blanca,
gue recibieron una dosis de 5g y 1g de papillaees@mmente d&h administrada
via oral. Se mostr6é el cuadro de paralisis de a8 gosteriores a la ingesta, y al
presentar la cuadriplejia los animales manifestaignos de dificultad respiratoria.
Ademas se realizdé el analisis histopatolégico de dnimales, y se observaron
lesiones neuronales localizadas en las astas @meterde médula espinal, con
hipercromasia y cromatolisis. En los animales grearge afectados, se observaron
vacuolas en el citoplasma y picnésis del nucleoglia satélite mostré discreta
proliferacion sobre todo alrededor de las neuranas afectadas, con degeneracion
en lo troncos nerviosos tanto en porciones proxamal distales (Escobar y Nieto,

1965). En este estudio también se reporté lesiisalien las células de Purkinje de



cerebelo, coincidiendo con lo reportado por Pagrdelazquez en 1956 (Escobar y
Nieto, 1965).

Charlton y Pierce en 1970, en un estudio experiaherdalizado en gatos,
administraron 0.04% a 0.05% del peso corporal ppcdmo dosis altas, y 0.01% del
peso corporal por dia como dosis bajas por un genariable de intervalos de 3, 6,
7, 13, 66 y 69 dias. En este estudio como ya sdebarito en estudios previos,
también se observé el dafo a la célula de Purkinjeerebelo, ademas de distrofia
axonal. En médula espinal se observdO dafio neuramal sustancia gris,
desmielinizacion segmentaria y datos de degeneraaidlleriana, que fue mas
acentuada a dosis altas y en la porcién distatalelén espinal (Charlton y Pierce,
1970).

Ortiz et al., en 1991, realizaron un estudio en rata Wistar 2gnde fruto
administrado via oral, en tiempos de 6, 12, 48 g2 Se analizaron corteza motora
de cerebro, hipocampo y nucleo caudado, y se adnggrv neuronas con

hipercromasia y datos de gliosis (Oeizal, 1991).

En resumen, en animales intoxicados con frutoKtie se ha descrito lesion
neuronal en diversas areas del SNC como son: eocezbral, cerebelo y médula
espinal (Padrén y Veldzquez 1956, Escobar y Ni€65, Charlton y Pierce, 1970).
Al igual en hipocampo y nucleo caudado (Ogizal 1991). Se ha propuesto que la
necrosis neuronal es secundaria a degeneracitférperide las fibras nerviosas
(Izquierdo y Nieto, 1965). Es importante sefalane gen todos los estudios
experimentales de intoxicacion en animales exisgeamplia diversidad en cuanto a
especie, vias de administracion, y las dosis erdptgasin embargo, todos estos

estudios coinciden con las lesiones histopatol&gyeadescritas.



1.1.5 Modelo experimental de intoxicacion crénioa el frutoKh

El primer modelo experimental de la intoxicaciqoe logré reproducir en la rata
todas las etapas de la intoxicacion observadad eomeano, fue descrito hasta el
2006 por Salazaet al Para el desarrollo de este modelo se intoxiceatas Wistar
con el fruto seco, molido, tamizado y administradi® oral con sonda orogastrica,
con una dosis inicial de 1.5¢g/Kg y 4 dosis subsetasede 0.5g/kg los dias 3, 7, 10 y
14 a partir del inicio de la intoxicacion. El asédi histopatolégico mostréd
desmielinizacion y degeneracion axonal en nerviifgreo (Salazaret al, 2006),
coincidiendo con lo descrito en estudios previoamienales intoxicados con el fruto
deKh.

En este modelo, Beceres al.,en 2009 realizaron un estudio morfolégico del SNC
(corteza motora, cerebelo, meédula espinal, ndcleestibular y tracto
corticopontocerebeloso). Se describié en neuromhsndcleo vestibular datos de
cromatodlisis e hipercromasia desde la etapa siasf@rcon un decremento de la
hipercromasia en la etapa de pardalisis, y unaepaa semejante al grupo control en
la etapa de recuperacion. También se observd dedicalacon una pérdida del
trayecto lineal, que fue progresiva a lo largoatedtapas con una reorganizacion de
los tractos en la etapa de recuperacion, estambéssson representativas de las areas
estudiadas (Becers al,, 2009).

A diferencia del dafio descrito en sistema nervpederico (Salazaet al.,, 2006),
en SNC no se observo alteracion en la mielina (Baad al, 2009). En corteza
motora, se observaron algunas neuronas con péddéa afinidad tintorial y
citoplasma eosindfilo. En cerebelo se observararramas con picnosis, datos de
cromatdlisis y a partir de la etapa de paraligsgascribié una aparente disminucion
de las células de Purkinje y datos de gliosis éBaet al 2009). Estos resultados
coinciden con lo reportado previamente por Padrfekazquez (1956), Escobar y
Nieto (1965), y Charlton y Pierce (1970).



1.2 Ganglios basales

Los ganglios basales son masas nucleares subtestianétricas derivadas del
telencéfalo, que se encuentran situadas en la pafideor de los hemisferios
cerebrales. Estdn compuestos por: el nucleo caygagatamen, el globo palido y la

amigdala (Haber y Johnson, 2004).

1.2.1 Cuerpo estriado y Estriado

El cuerpo estriado es un nucleo constituido paerieleo caudado, el putamen y el
globo palido. Los dos primeros nucleos configurandgion del estriado, debido a
que es cruzado por las fibras mielinicas que lefim@mm esta apariencia, es
considerado el centro de las aferencias corticddetos ganglios basales (Haber y

Johnson, 2004). Siendo el estriado la region désten el presente trabajo.

Existe una clasificacion del cuerpo estriado basadéos niveles de antigiiedad
filogenética en que se desarrollan dichas estrastlitl arquiestriado esta constituido
por la amigdala, paleoestriado que comprende bbgbalido, y neoestriado formado

por el nucleo caudado y el putamen (Haber y Johrioy).

1.2.1.1 Ndcleo Lenticular

Este nucleo esta compuesto por: el putamen y bbghdlido. Es semejante a una
lente biconvexa, esta subdividido en tres partesdpe laminas medulares, lateral y
medial formadas por sustancia blanca, el segmetéoal es el putamen y los dos
segmentos mediales el globo pélido (Haber y Johrunyg).



La superficie lateral del nucleo lenticular corrmsge a la capsula externa,
medialmente esta en relacion con la capsula intéftaeia su parte ventral se hallan
las fibras del segmento sublenticular de la capsidgina y rostralmente a éstas, las
de la comisura anterior, que se dirigen al l6b@mporal del cerebro (Haber y
Johnson, 2004).

1.2.1.2 Nucleo Caudado

Esta compuesto por una cabeza que se halla pomtéeldel foramen
interventricular y se continua, casi sin transicidasta la cola delgada que desciende
a la prolongacion temporal del ventriculo. En sttepgerminal, la cola esta formada
por pequefias masas discontinuas de sustancia geisll@gan hasta la region

basolateral de la amigdala, con la que se confiiaber y Johnson, 2004).

En la parte basal y medial de la cabeza, quecsdiza por arriba de la sustancia
perforada anterior, se encuentra relcleo accumbens septque representa la
extension medial de esta parte del nucleo caudadola prolongacion frontal y
cuerpo del ventriculo, el nucleo caudado esta kEwiém medialmente con la estria
terminal y la vena talamo estriada que lo separtatleno. En su parte rostro lateral,
la cabeza del caudado se une a la porcion antdelbputamen, estando ambos
nacleos separados en el resto de su extension|apofibras que pasan por el
segmento anterior o lenticulo-caudado de la capstéana. En conjunto, el nucleo
caudado presenta una concavidad anterior en lasguealla el talamo (Haber y
Johnson, 2004).



1.2.2 Conexiones al estriado
1.2.2.1 Conexiones aferentes al estriado

a) Conexiones corticoestriaddsn la actualidad se han demostrado fibras que se

originan en todas las regiones corticales y sequtay en forma somatotopicamente
organizada al estriado. La corteza somatosensqgmalecta hacia la region
dorsolateral del cuerpo estriado, la corteza visudh region dorso medial, y la

corteza auditiva, a la region medial del mismohgtay Johnson, 2004).

b) Conexiones talamoestriadagl estriado recibe fibras de los nucleos

intralaminares, del centro mediano y dorso medaltdlamo. Terminan tanto en
caudado como en el putamen. Se ha postulado quprdgecciones del centro
mediano al tdlamo se hacen de manera somatotopitanoeganizada (Haber y
Johnson, 2004).

c) Conexiones nigroestriada€onstituyen unas de las mas importantes vias

aferentes del putamen, estan constituidas porsfigiee se originan de las partes
compacta y reticular de la sustancia negra, asereatlsubtalamo y pasan entre las
fibras de la capsula interna en el putamen, aurdginas llegan al caudado y al

globo pélido (Haber y Johnson, 2004).
1.2.2.2 Conexiones eferentes del estriado

El ndcleo caudado y el estriado estan relacionpdoas fibras internucleares. La
mayor proyeccion eferente del estriado se hacéobbgpalido, al cual llegan fibras
tanto del caudado como del putamen, aunque la f@agooviene de este ultimo. Se
ha demostrado una organizacion somatotopica preni¢a proyeccion estriopalidal.
El segmento lateral del globo palido recibe fitdada parte externa del estriado y el
segmento medial de la parte correspondiente dellackuy putamen (Haber y
Johnson, 2004).



1.2.3 Histologia del estriado

Es un nucleo de sustancia gris, donde se obsemamomas y células de la glia
entre el neurdpilo, ademas este nulcleo es atravgsad multiples fasciculos de
axones mielinizados en diversas direcciones, quoreientes a las proyecciones
nerviosas aferentes y eferentes de otras are&\{el entre ellas la corteza cerebral
(Haber y Johnson, 2004).

1.2.4 Tipos neuronales en el cuerpo estriado

Son de dos tipos: las neuronas de proyeccion ypiemeuronas. Las neuronas de
proyeccién son neuronas multipolares, en sus poiyees presentan multiples
espinas por lo que también son denominadas neuespasosas; se subclasifican en:
tipo 1, que representan el 90% de la poblacionamalry tipo 2, que representan
menos del 1%. Las interneuronas también son nesirondtipolares, carecen de
espinas por lo que se denominan no espinosas, kedasifican en tipo 1, que
representan menos del 5%, tipo 2 que representa®bel tipo 3, que una no estan

bien caracterizadas (Haber y Johnson, 2004).

La mayoria de las aferencias de las neuronas essngo 1, son derivadas de
corteza, talamo y tallo encefalico. Las fibrasaledrteza, proyectan principalmente a
dendritas espinosas formando terminales asimétrgaminérgicas y excitatorias.
(Haber y Johnson, 2004).



1.3 Células de la Glia

Las células de la glia, tienen como funcion projoi@r soporte estructural a las
neuronas y mantener las condiciones locales paradetuado funcionamiento
neuronal, con un soporte también metabolico, m&mdo las concentraciones
adecuadas de iones y neurotransmisores (Kierszenbares, 2012). A diferencia de
las neuronas, las células de la glia no generatmamsmiten potenciales de accién.
Estan constituidas por astrocitos, oligodendrocitoscélulas de la microglia
(Kierszenbaun y Tres, 2012).

1.3.1 Astrocitos

Son las células mas numerosas, se encuentran 8N@ly se dividen en dos
categorias: fibrosos y protoplasmicos. Los asisciibrosos, se localizan en la
sustancia blanca, poseen prolongaciones delgadaalaggadas con escasas
ramificaciones. Los astrocitos protoplasmicos, seuentran principalmente en la
sustancia gris, poseen prolongaciones mas cortasnamerosas ramificaciones
arborescentes. Las prolongaciones de los astrdeitosnan en unas prolongaciones
llamados pies terminales, que estan en intimo ctmtan los capilares y constituyen
la glia limitante como parte de la barrera hematefilica, representan una
proteccion frente a agentes nocivos presentes encldacion general. Es posible la
identificacion de estas células mediante el mardajdos filamentos intermedios
constituidos por la proteina fibrilar glial acidaKAP). Los nucleos de los astrocitos

son grandes, ovalados y se tifien de color clarerg§kenbaun y Tres, 2012).



1.3.2 Oligodendrocitos

Son células mas pequefias que los astrocitos, slepaison irregulares y se tifien
densamente, tienen un aparato de Golgi y mitocasdabundantes y numerosos
microtubulos. Su funcidn consiste en la formaciénlal vaina de mielina alrededor
del axdén desde sus segmentos iniciales hasta siopderminal, proporcionan un

aislante que mejora la conduccién del impulso wswiKierszenbaun y Tres, 2012).

1.3.3 Células de la microglia

Esta poblacion representa el 12% de las célulasedeéfalo, se localizan
predominantemente en la sustancia gris y son maxlahtes en los ganglios basales.
De manera fisioldgica se encuentran en un estadepiso y se distinguen por un
nacleo triangular y prolongaciones escasas y lapga® ramificadas, en estado
activo adquieren una morfologia ameboide y aumentexpresion de receptores de
superficie como CD14 como consecuencia de dafidbiedrga que tienen una
funcién inmunitaria, también participan en el ietile desechos téxicos y propician la
supervivencia neuronal mediante la liberacién deofas troficos y antiinflamatorios

(Kierszenbaun y Tres, 2012).



1.4 Justificacion

A la fecha esta descrito que la intoxicacion pofreto de Kh produce un

cuadro de paralisis y alteraciones morfologicaeria motora del SNC.

Debido a la importancia del estriado como centtegrador que recibe las
aferencias de la corteza cerebral, es de interdsavsi la intoxicacién pdfh cursa

con alteraciones morfolégicas en el estriado.



1.5 Hipétesis de trabajo

La intoxicacion cronica causada por el fruto ik en rata Wistar, cursa con

alteraciones morfologicas en el estriado.



1.6 Objetivo general

Determinar si la intoxicacion cronica p§h induce alteraciones

morfoldgicas en el estriado de ratas Wistar.



1.7 Objetivos especificos

1. Analizar la morfologia de los cuerpos neuronaesel estriado de ratas

intoxicadas.

2. Analizar la morfologia de los fasciculos axogatkel estriado de ratas
intoxicadas corKh.

3. Determinar si la intoxicacién induce cambiodaencélulas de la glia.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1 Origen de los reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de la méas edlidad en el reactivo analitico.
En todos los casos se utilizé agua desionizadatnapulra (sistema Mili-Q de

Milipore).

Los reactivos utilizados en la Técnica de Microsadgiectronica y de Luz fueron:
Paraformaldehido, glutaraldehido, &cido picricaratéxido de osmio, resinas
epoxicas de media hidratacion, cacodilato de sodivato de uranilo, azul de

toluidina.

Los moldes para la inclusiéon y material quirargfcw con puntas de teflon, se
obtuvieron de Electron Microscopy Sciences. Hididéxie sodio, acido clorhidrico y
acetona de Analytika Tecnologia Industrial Quimi€doruro de sodio, fosfato
monoéacido de sodio, fosfato diacido de potasio @lemlarca Sigma Chemical
Company.

El vidrio para preparar las cuchillas se obtuvd’éio International (Redding CA,
EUA). Recipientes de vidrio, vasos de precipitgatopetas, navajas, hojas de bisturi,
guantes de latex, jeringas, agujas, puntillas pacaopipetas, pipetas Pasteur, tubos
Falcon y tubos Eppendorf estériles.



El Sistema Envision de Dako Cytomationinenticuerpos especificos anti-S100,
y GFAP de Dako Cytomation Ifig/ anti-IBA-1 de Abcam.

2.1.2 Material Bioldgico

Se utilizaron ratas Wistar hembras, adultas jovermsun peso de 1989 +25g.
Todas las ratas se obtuvieron del bioterio deldtemento de Histologia de la
Facultad de Medicina, de la Universidad Autonom&ldevo Leon.

2.1.3 Equipo
Fotomicroscopio Nikon Eclipse b8on cdmara Nikon Digital Sight DS-2Muv.
Ultramicrotomo RMC modelo MTX.
Preparador de cuchillas de vidrio LKB Bromma mod&00 KnifeMaker
Placa caliente Corning Hot Plate Stirrer modelo36G-
Campana de extraccion.
Estufa eléctrica Equiphos S.A.
Congelador -20C Torrey modelo CV-14.
Refrigerador Supermatic modelo 0803.
Balanza analitica A&D Company Limited.
Juego de pipetas semiautomaticas Techware. Sigaricil
Estuche de diseccion Hergon Premium.

Bomba de Perfusion



2.1.4 Recoleccién del Fruto #én

Se recolecto el fruto déh durante el mes de abril en la zona de PotrerocChit
Hidalgo, Nuevo Ledn. Se dej6 secar, luego se mpltdmizo hasta la criba del

numero 100.

2.2 Meétodos

Los experimentos se realizaron acorde a las Guitenhcionales del Uso
Apropiado de Animales de Experimentacion, y acada Norma Mexicana NOM-
062-Z00-1999 de las Técnicas y EspecificaciondBrdduccion y El Cuidado y Uso
de Laboratorio de Animales (SAGARPA, 1999). El pomlo fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Medicina d&JANL en Monterrey, Nuevo

Ledn, México.

2.2.1 Grupos Experimentales

Se utilizaron ratas Wistar hembras, adultas joveoms un peso de 198g + 25 g.
Los animales se mantuvieron en una dieta estamdabdratorio con aguad libitum

y condiciones de 12 horas de luz y 12 horas deriolscl

Las ratas se intoxicaron con fruto seco, molidamizado deKh en suspension,
disuelto en 1 mL de agua, y administrado por mediconda orogastrica, con una
dosis inicial de 1.5g/Kg y 4 dosis subsecuente®.8g/kg los dias 3, 7, 10y 14 a

partir del inicio de la intoxicacion.

Se realiz6 la observacion de los animales con auisgento de las
manifestaciones clinicas descritas para la intaxca(Fig. 3). Los animales (n=24)

se dividieron en 3 grupos experimentales de 5 c#da uno: a) grupo de paresia,



sacrificado a los 48 di, b) grupo de paralisis, sacrificado a los 58 ,dfag grupo de
recuperacion sacrifica a los 112 dias. El grupo control absolutasta de 9 rate
que recibieron Unicannte agua, de las cuales se sacrifn 3 ratasen los tiempc

experimentales antessiitos (Fig. 1.
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FIGURA 1. Esquena d¢intoxicacion corkh.

2.2.2 Metodologia

Para cada tiempo tondicién experimental, se sacrificé a cada con una dos|
de 80mg/kg de peso e pentobarbital via intraperiton (en los casodonde la dosi

no fue suficientese rejitio a 80 mg/kg de peso).

Posterior a la admistracion del pentobarbitale examiné la ilta de reflejc
corneal, que indica | sedacién del animal y se sujeté a una lde corchc en
seguidase realiz asesiacon torundas con etanol al 709 disecé:l area torcica
para exponer el coran. Se realizdé una punciccardiacacon un yeco numer 14
desde lgpunta del veniculo izquierdcdirigida hacia la base del conr, para iniciar
la perfusién con 150 | de buffer de fosfato(PBS) con una bombaeristaltica par.
regular la velocidad dentrada deliquido a los tejidos, gvitar al mamo el dafio en

la arquitectura de los smos. Una vez iniciado el flujo se realizd uncision en le



auricula derecha parla salida de lesangredel sistema, este p:zeso tuv una
duracion deaproximaamentel5 min a una velocidad de 35Besplés, se bombed
un volumen de 15@nL de paraformaldehido al 4% bajo las misnzondiciones d

velocidad y tiempoAl terminar laperfusion se diseco el encéfalo.

Se cortd el encéfe de manera sagital por la linea media peeparar los dc
hemisferios. El hemisrio derecho se procesoé por la técnica histca de inclusior
en parafina(APENDICE B). Del hemisferio izquierdo selentifico y sediseco el
cuerpo estriado y se tuvo para procesar por microscopia electra (APENDICE
G).
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FIGURA 2. Estratejia experimentze



2.2.3 Andlisis Morfologico

2.2.3.1 Andlisis de cortes gruesos en parafina

A partir de los blogues de parafina de los grup@®studio y grupos control, se
realizaron cortes de 5 pm de espesor, que seotifigmn hematoxilina y eosina
(H&E) (APENDICE C) para confirmar la zona de intr@or medio de las
coordenadas del Atlas de Paxinos (Paxataa.,2005).

También, se realizaron cortes de 10 um para lachifihica de Violeta de cresilo
(APENDICE D), esta técnica permitio el estudio ds tuerpos neuronales. Con la
histoquimica de Kliver-Barrera para el estudié l@lima (APENDICE E). Estos
cortes se analizaron con un fotomicroscopio Nikothipge 50 y se obtuvieron

imagenes digitales

Por otra parte, se realiz6 la inmunohistoquimicazates de 4 um de espesor de
los blogues parafina de los grupos de estudio (APEE F). Los cortes se
incubaron con anticuerpos especificos, anti-S100c{dn 1:200) para identificacion
de oligodendrocitos, anti-GFAP (dilucion 1:200) gadentificacion de astrocitos
fibrosos, y anti-IBA-1 (1:200) para identificaci@® células de la microglia. Como
medio de deteccidn se utilizé el Sistema Envisigeyevidencid la positividad con
3,3'Diaminobencidina (DAB), ademas se contrastd bematoxilina de Mayer’s.
Como control negativo se omitio el anticuerpo prima_.os cortes se analizaron con

el fotomicroscopio Nikon Eclipse 5§ se obtuvieron imagenes digitales.

Todas la laminillas utilizadas para el montaje de tortes, se prepararon con
Poly-L-Lisina para evitar el desprendimiento @gido (APENDICE A).



2.2.3.1.2 Andlisis Morfométrico

En los cortes de histoquimica con Violeta de Coesse realizO un conteo de
neuronas en 3 laminillas por animal y 8 camposxap® laminilla, para un total de
24 campos por rata. Esta misma metodologia se érppla el conteo de cada una de
las poblaciones de las células de la glia en lostexoanalizados con

inmunohistoquimica.

2.2.3.2 Andlisis de cortes semifinos en resina gpdx

A partir de los bloques polimerizados de resinax&@o se realizaron cortes
semifinos de 350 nm de grosor, los cuales se tMe&mn Azul de Toluidina
(APENDICE F) y se analizaron con el fotomicroscopiikon Eclipse 50y se

obtuvieron imagenes digitales.

2.2.3.2.1 Andlisis Morfométrico

En estos cortes también se realiz6 el conteo dext@@es en cinco campos a 100x
por laminilla, para un total de 500 axones por,rasdos axones se clasificaron en

gruesos y delgados.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Resultados

Se analiz6 el cuao clinico de las ratas intoxicadas cKh (Fig. &).Como
primeros signos se okrvaron piloereccion, dificultad respiratoria eve intensidad
y debilidad, en la ete& sin paresia, posteriormentiirante la etay de paresia ¢
observo,ataque el esdo generaasi como alteraciones en la mag, con atrofia
muscular y deformida espinal, la paralis de las extremidades se senti en el dia
58 y el signo de mar en garrafinalmente en la etapa de recupddén una de la
ratas desarrollo difictad respiratoria intensa y falle, mientras ae enel resto,

desaparecio la  neuropatia mejord do genere

-
peracion

Manifestaciones
Clinicas

Piloereccion

Dificultad respiratoria o
Debilidad o
Alteraciones en la marcha =
Atrofia muscular =
Ataque al estado general o
Deformidad espinal o
Mano en garra =
Pardalisis =
Desaparece polineuropatia -+

Mejora del estado general +

FIGURA 3. Cuadro & las manifestaciones clinicas de la intoxicacmmKh.



En los cortes de estriado de grupos control y éexmgatales se confirmo la

correcta diseccion del estriado, mediante la tmcié H&E (Fig. 4).

3.1.1 Andlisis Morfologico

3.1.1.1 Grupo Control

Con la histoquimica de Violeta de Cresilo, se idiearon neuronas de aspecto
normal con forma redondeada, citoplasma escasmaért palida y nacleo redondo,
claro con cromatina dispersa y nucléolo prominea$&€,como nucleos mas pequefios
qgue corresponden a las células de la glia con @sti#splasma y nucleo con

predominio de cromatina compacta de tincion deRigp HA).

Con la histoquimica de Kliver-Barrera se destacdosnfasciculos de axones
mielinizados con diversos patrones de corte predanaio los cortes transversales.
Los axones se observaron con una tincion uniforedadmielina de color azul,
ademas se observo el neurdpilo de aspecto organipddando neuronas de aspecto

normal ya descritos (Fig. 6A).

En los cortes semifinos, contrastados con Azul deidina se observaron
fasciculos con axones de distinto calibre de carimticas normales, con aspecto

organizado de la vaina de mielina (Fig. 7A).

Con inmunohistoquimica se identificaron las subacbhes de las células de la
glia de color pardo, se observaron astrocitos cargtulas estrelladas con
proyecciones largas y delgadas (Fig. 8A); los dalammrocitos con nucleos
redondeados y algunas proyecciones (Fig. 9A), yc&dslas de la microglia con

nacleo triangular y algunas proyecciones (Fig. 1@@das de aspecto normal.



3.1.1.2 Grupo de Paresia

En este grupo, con Violeta de cresilo se identifinaneuronas de aspecto normal
ya descritas, alternando con neuronas de aspegerchdmico y aparente
disminucién del tamafio (Fig. 5B).

Con Kluver-Barrera se destacaron los fasciculosaxtenes mielinizados con
algunas vesiculas claras en su interior y neurégiéo aspecto organizado. Se
observaron también neuronas normales alternando neamonas hipercromicas
disminuidas de tamario coincidiendo con lo obsenamo Violeta de Cresilo (Fig.
6B).

En los cortes semifinos, se observaron fascicd®saspecto normal con un
aparente aumento en el calibre en los axones, gaifa de mielina predomina un
aspecto organizado sin embargo algunas vainasseevalbon desorganizadas con un

aspecto deshilachado (Fig. 7B).

Con inmunohistoquimica se observé un aparente aomam la poblacion de
astrocitos de morfologia normal ya descrita (FR&), 8ambién se observé un aumento
en los oligodendrocitos (Fig. 9B), y la microgliai@stran una morfologia normal con
una aparente disminucion en este tiempo experimngtita 10B).

3.1.1.3 Grupo de Paralisis

Con Violeta de cresilo se observé dafio neuronapatante con predominio de
neuronas hipercromicas, con nucleo picnético ymitiacion del tamafo, también se

observaron neuronas de aspecto normal ya desenitasenor niumero (Fig. 5C).

Con Kluver-Barrera se observaron los fasciculosxdmes con aparente aumento
de vesiculas de aspecto claro en la mielina der aatal, neurépilo de aspecto
desorganizado, asi como un aumento de neuronadatafla aspecto hipercromico
(Fig. 6C).



En los cortes semifinose observaron algunos axones con aparente aumento d
calibre y adelgazamiento de la vaina de mielina aspecto desorganizado, se
observaron también zonas de lisis axonal (Fig. 7C).

Con inmunohistoquimica se observé mayor aumenia eonblacién de astrocitos
de morfologia normal ya descrita (Fig. 8C), loggatiendrocitos (Fig. 9C), y la

microglia muestran una morfologia normal (Fig. L&) aumento aparente.

3.1.1.4 Grupo de Recuperacion

Con Violeta de cresilo se identificd persisten@hdhfio descrito previamente con

predominio de neuronas hipercrémicas (Fig. 5D).

Con Kluver-Barrera se observaron fasciculos de exaon algunas vesiculas
claras en la mielina de color azul, neurépilo deeat desorganizado, asi como el

predominio de las neuronas dafiadas de aspecteitdipeco (Fig. 6D).

En los cortes semifinos se observé un aparentesrionen el calibre de los
axones y una franca desorganizacion de las vamasalina (Fig. 7D).

Con inmunohistoquimica se observé una persistaetaiaumento en la poblacion
de astrocitos de morfologia normal ya descrita.(BIg), los oligodendrocitos (Fig.
9D), y la microglia muestran una morfologia nornfglg. 10D), sin aumento

aparente.



3.1.2 Anélisis Morfométrico
3.1.2.1 Conteo de neuronas con la histoquimicaidietd de Cresilo

En todos los grupos experimentales, se identificé disminucion progresiva de
las neuronas de aspecto normal en relacion al gcaoptrol, asi como un aumento
progresivo de las neuronas dafiadas de aspectocrdipéco, predominando esta

poblacion en el grupo de recuperacion. Las neurooagromatolisis fueron escasas.

El porcentaje de neuronas normales en el grupaaidoe de 98.58% * 3.50, en
el grupo de paresia 90.89% + 5.25, en el grupoadélipis 80.45% * 3.02, y en el
grupo de recuperacion 19.39% + 6.34.

El porcentaje de neuronas hipercromicas en el gcoptrol fue de 1.09 + 0.08, en
el grupo de paresia 6.68% * 2.27, en el grupo délipa 19.02% + 4.72, y en el
grupo de recuperacion 80.60% =+ 7.30.

El porcentaje de neuronas con cromatdlisis en @hayicontrol fue de 0.32% +
0.04, en el grupo de paresia 2.41% + 1.31, enuglagde pardlisis 0.52% * 0.18, y en

el grupo de recuperacion 0% =0.

Todos los grupos intoxicados con el fruto & mostraron una diferencia
estadisticamente significativa con una p igual0®@L respecto al grupo control. En
neuronas normales el grupo control obtuvo una pligu0.02 respecto al grupo de
paresia, respecto al grupo de paralisis una p €Q.00 respecto al grupo de
recuperacion una p <0.0001. En neuronas hipercesmetgrupo control obtuvo una
p igual a 0.005 respecto al grupo de paresia, c&sad grupo de paralisis una p igual
a 0.001 y respecto al grupo de recuperacion lapir®.0001. En neuronas con
cromatalisis el grupo control obtuvo una p igudl.@2 respecto al grupo de paresia,
respecto al grupo de paralisis la p igual a 0.08specto al grupo de recuperacion la
una p <0.0001 (Gréfica 1).



3.1.2.2 Conteo de axones en fasciculos de contedimes contrastados con Azul de

Toluidina

En los cortes semifinos de ratas intoxicadas bserwd mayor nimero de axones
delgados respecto a los axones gruesos. El pojeelaxones delgados en el grupo
control fue de 77.84% + 6.42, en el grupo de paré%i40% + 2.98, en el grupo de
paralisis 69.90% * 5.58 y en el grupo de recupéna8D.46% + 4.11. El porcentaje
de axones gruesos en el grupo control fue de 24.8466, en el grupo de paresia
32.72% * 2.92, en el grupo de pardlisis 29.85%28,5¢ en el grupo de recuperacion
26.05% + 4.11. Se observo una disminucion en aelgmbdaje de axones delgados del
grupo control respecto a los grupos de paresia padélisis, esta disminucion fue
estadisticamente significativa con una p igual0®®.y 0.04 respectivamente, no asi
en el grupo de recuperacion con una p igual a 0MEemas, se observd una
tendencia al aumento en el numero de axones gruwsad grupo de paresia y
paralisis respecto al grupo control, que disminggedualmente hacia el grupo de
recuperacion, esta tendencia no logra tener stgmifia estadistica, con una p del
grupo control igual a 0.10 respecto al grupo degar igual a 0.19 respecto al grupo
de pardlisis, e igual a 0.25 respecto al grupadeperacion (Graficas 2 y 3).

3.1.2.3 Conteo de las subpoblaciones de célults gléa con marcadores especificos

por inmunohistoquimica

Los valores promedio del conteo total de astro@tosl grupo control fue de 14 +
4.24, en el grupo de paresia fue de 21 £+ 0.70| grupo de pardlisis fue de 48 + 8.48
y en el grupo de recuperacion fue de 31 + 7.0al8ervé un aumento progresivo en
la poblacién de astrocitos desde el grupo de mareg@ndo mayor en el grupo de
paralisis y disminuyendo hacia el grupo de recupéna con diferencia
estadisticamente significativa de grupo control @nresto a todos los grupos

experimentales. Los valores de p igual a 0.02 glagaupo de paresia,0.0001 para



el de paralisis, y 0.002 para el grupo de recup@mradNo se observo diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo dega respecto al grupo de pardlisis
con una p igual a 0.09. En la comparacion del gdgeoecuperacion respecto a los
grupos de paresia y paralisis tampoco mostraroeratitia estadisticamente

significativa con valores de p igual a 0.18 y Ore8pectivamente (Grafica 4).

Los valores promedio del conteo total de oligodeaitivps en el grupo control
fueron de 51 + 15.55, en el grupo de paresia de B3l26, en el grupo de paralisis de
68 £ 9.19 y en el grupo de recuperacion de 54 % 5@ observé un aumento en el
conteo total de oligodendrocitos del grupo de paresspecto al grupo control, con
una diferencia estadisticamente significativa para p igual a 0.01. Esta diferencia
mostro una tendencia a la disminucion en los graj@oparalisis y recuperacion que
no es estadisticamente significativa con una pligua06 y 0.73, respectivamente
(Grafica b).

Los valores promedio del conteo total de microghael grupo control fueron de
16 £ 3.53, en el grupo de paresia de 11 £ 2.82] grupo de paralisis de 18 + 0, y en
el grupo de recuperacion de 13 + 2.82. En el grdeoparesia se observo una
disminucién estadisticamente significativa del eontotal de microglia respecto al
grupo control, con una p igual a 0.03. Los grupespdralisis y recuperacién no
mostraron diferencia significativa con una p igaaD.27 y 0.20, respectivamente
(Gréafica 6).



FIGURA 4. Cortes de estriado de cerebro de rata teflidoH&H A: Grupo control B:
Grupo de paresi&;: Grupo de Pardlisis B: Grupo de Recuperacion, en todos se identifica
el area de interés. Barra = 50 micras.



FIGURA 5. Cortes de estriado de cerebro de rata con histocp de Violeta de Cresil@\)
Grupo control: Se observan cuerpos neuronales de aspecto nofleaia( blanca) B)
Grupo de paresia: Se observan algunas neuronas hipercrémicas y isomndicion del
tamano (flecha negra), asi como neuronas de aspentml (flecha blancalC) Grupo de
pardlisis: Se observa un aumento de neuronas hipercromicdisnyinuidas de tamafio
(flechas negras)D) Grupo de recuperacion: Se observa que el dafio en los cuerpos
neuronales persiste (flechas negras). Barra =5famiic



FIGURA 6. Cortes de estriado de cerebro de rata con histicpu de Kllver-Barrerad\)
Grupo control: Se observan cuerpos neuronales de aspecto nofi@etha( blanca) y
fasciculos de axones con aspecto homogéneo deelmande color azulB) Grupo de
paresia: Se observan algunas neuronas hipercrémicas yisonngdicion del tamafio (flecha
negra), asi como neuronas de aspecto normal (fleletrca) y fasciculos de axones con
algunas vesiculas claras (cabeza de fle€@ajsrupo de paralisis: Se observa un aumento
de neuronas hipercrémicas y disminuidas de tamiéchés negras) y fasciculos de axones
con aumento de vesiculas claras (cabeza de fleE)akrupo de recuperacion:Se observa
que el dafio en los cuerpos neuronales persistehdfienegras) y fasciculos de axones con
vesiculas claras (cabeza de flecha). Barra =50amicr



FIGURA 7. Cortes semifinos de estriado de cerebro de matagrastados con azul de
toluidina.A) Grupo control: Se observan fasciculos de axones de aspecto n@&ntupo

de paresia: Se observan fasciculos de axones de aspecto naomaln aparente aumento
del calibre (flechas negrasf) Grupo de paralisis: Se observan algunos axones con
aumento del calibre y desorganizacion de la vamanitlina (flechas negras), asi como
zonas de lisis axonal (cabeza de flechy).Grupo de recuperacion: Se observa franca
desorganizacion de las vainas de mielina en losesxa@on aparente aumento del calibre
(flechas negras). Barra =50 micras.



GRAFICA 1. Conteo delas subpoblaciones de neuronas. En azul, el gontrol, en rojo €
grupo de paresjaen verle el grupo de paralisis y en morado el grupoecuperacion. S
puede observar una diinucién gradual del nimero de neuronas norn en el grupo d
paresia y paralisis, sien aun mayor en el grupo de recuperacion. Serva un aument
gradualde neuronas hipcromicas en los grupos de paresia y paraligago alin mayor e
el grupo de recuperaci. El nimero de neuronas con cromatélisis fujo en todos lo
grupos. Todos los gruptmostraron diferencia signiativa respecto al grufcontrd con una
p <0.02.



GRAFICA 2. Conteo de¢ axones en fasciculos de cortes semifinos coados con azul ¢
toluidina. En los grupode paresi y paralisis se identific6 una tendencil aumento en ¢
namero de axones gruos respecto al grupo control, que disminuye gimente hacia ¢
grupo de recuperacion.ste incremen no fue significativo EI nUmero dexxones delgadc
de los grupos expenientiles no presento diferencia estadistica respégixupo contrc con
una p <0.1.



GRAFICA 3. Porcentajede incremento (axones gruesos en fasciculos ortes semifinos
Se identific6 un aumep en el nimero de axones gruesos en el gde paresia qt
disminuye gradualmentaacia el grupo de recuperaci
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FIGURA 8. Cortes de estriado de cerebro de rata con maresgecifico para la
identificacion de astrocitos con proteina fibritial acida.A) Grupo control: Se observan
astrocitos de aspecto normal, marcados con coforgzrda caracterizados por proyecciones
fibrilares largas (flecha negrdd) Grupo de paresia:Se observa un aparente aumento de los
astrocitos (flechas negras}) Grupo de pardlisis: Se observa un mayor aumento de los
astrocitos (flechas negrag)) Grupo de recuperacion:Se observa persistencia del aumento
de los astrocitos (flechas negras). Barra =20 micra



GRAFICA 4. Valores pomedio de astrocitos por campo marcados con:ina fibrilar glia
acida en grupo control grupos experimentales. Se observa un aumeel promedio d
astrocitos a partir del gpo de paresia con respecto al grupo controldo mayor en ¢
grupo de paralisis y disnuyendo ligeramente en el grupo de recuperaciocos l0s grupos
presentan diferenciestadstica significatic respecto al grupo controbn uni p <0...
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FIGURA 9. Cortes de estriado de cerebro de rata con maresgecifico para la
identificacion de oligodendrocitos con S10®) Grupo control: Se observan
oligodendrocitos de aspecto normal, marcados cdaramdn parda caracterizados por
ndcleos redondos y escasas proyecciones fibri{leeha negra)B) Grupo de paresia:Se
observaun aparente aumento de los oligodendrocitos (flechegras) C) Grupo de
pardlisis y D) Grupo de recuperacion: Se observan oligodendrocitos sin un aparente
aumento (flechas negras). Barra =20 micras.



GRAFICA 5.Promediode oligodendrocitc por campo marcados conoteina S100 e
grupo control y grups experimentales. Se observa un aument¢ promedio d
oligodendrocitos en eljrupo de paresia con respecto al grupo corque disminuye
gradualmente en los gpos de pardlisis y recuperen. El grupo dearesia presen
diferencia estadistica reecto al grupo contr con una p <0.03.
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FIGURA 10. Cortes de estriado de cerebro de rata con magspgzifico con IBA-1 para la
identificacion de células de la microglid) Grupo control: Seobserva escaso marcaje de
células de la microglia caracterizadas por nudi@mdular y escasas proyecciones fibrilares
(flecha negra).B) Grupo de paresia: Se observa una disminuciéon en las células de la
microglia (flecha negra)C) Grupo de paralisis y D) Grupo de recuperacionSe observan
células de la microglia sin un aparente aumentpee al grupo control (flecha negra).

Barra =20 micras.



GRAFICA 5.Promedio e células de la microglia por campo marcadosIBA-1 en grupo
control y grupos experientales. Se obsvé una disminucién de células derhicroglia en €
grupo de paresia respo al grupo control, con significancia estadistLos grupos d
paralisis y recuperaciorrespecto al grupo control no presentan difereestadisticamen
significativacon una p <.01



CAPITULO 4

DISCUSION

Este estudio describe por primera vez alteracidnistopatoldgicas en el
estriado causados por el fruto BB en un modelo experimental de la neuropatia
periférica. Se demostré un incremento del numeronel@ronas hipercromaticas,
vacuolas en fasciculos de axones, aumento defeal@élos mismos, alternando con
zonas de lisis axonal, asi como desorganizaciome@iopilo. Las alteraciones se
observaron a los 24 dias posteriores a la intoinacse mantuvieron a los 170 dias,
estos signos correlacionan con lo reportado porstiuestudio también demuestra
gue la intoxicacion con el fruto déh afecta a otras areas del sistema nervioso central
diferente al SNP en este modelo (Sal&tal., 2006).

En las ratas intoxicadas con fruto Kb, se analizaron las manifestaciones
clinicas como: pérdida de peso, el pelo erizadbjlidad, dificultad respiratoria,
entre otros. Estas manifestaciones estaban preseiie 48 dias en el grupo paresia,
fueron mas evidentes a los 58 dias en el grupo aldligis, y casi todas
desaparecieron en el grupo de recuperacion a |@s dlds que solo presentd
piloereccion. Estos resultados se correlacionan ogportes de intoxicacion
accidental en humanos y los reportes experimentdaesimales intoxicados con
fruto de Kh, que describen signos clinicos similares a loemslos en nuestro
estudio (Padron-Puyou, 1951, Padron y Veladzque6,18ermudezet al, 1986,
Salazaret al, 2006, Garcia-Juareegt al., 2012). Una de las caracteristicas mas



notables de esta intoxicacion es la debilidad en datremidades inferiores y
superiores, y paralisis (Escobar y Nieto, 1965). ilBportante mencionar que
elestriado se asocia con el control de los movitogeiiMc George y Faull, 1989;
Buffone y Dalto, 2013), por lo que las alteracioméstopatolégicas observadas en
este estudio en las neuronas de esta region, puestan relacionadas con la

debilidad, alteracion en la marcha y la paralisis.

En este estudio también se observdé que en los grugoxicados, las
neuronas hipercromaticas aumentaron progresivamemt@aresia, paralisis y se
mantuvieron en los grupos de recuperacion. La dm@geidn de neuronas se
caracteriza a nivel microscopico de luz por cowmidat del cuerpo, pérdida de
sustancia de Nissl, citoplasma intensamente tei@ldoyicleo se observa pequefio y
obscuro (picndtico) que puede eventualmente fratpmss (Garman, 2011).

Resultados similares de neuronas hipercromicas oynaolisis se han
descritos en estudios experimentales de animalegi¢ados corkKh en otras areas
del SNC incluyendo médula espinal (Padron y Velazgqu 956, Escobar y Nieto,
1965; Charlton y Pierce, 1970; Beceetal, 2009), corteza cerebral (Padron y
Veldzquez, 1956., Ortiet al, 1991; Becerreet al, 2009), cerebelo (Padrén y
Velazquez, 1956; Escobar y Nieto, 1965; CharltoRigrce, 1970, Previamente
fueron reportadas, en este modelo de intoxicaalb@raciones en la corteza cerebral
(Becerraet al, 2009), caracterizadas por un aumento de las nasiroipercromicas
en el grupo de paresia, que disminuyd en el grupeatalisis y de recuperacion,
mientras que en este estudio se observaron neuhgpereromicas en paresia, que

aumentaron en el grupo de paralisis y permaneciEma grupo de recuperacion.



También Becerr&t al, (2009) describieron neuronas con cromatolisiglen
grupo de paresia, con aumento en el grupo de gparglun incremento en el grupo de
recuperacion. Esto sugiere que las alteracionemesmonas del cuerpo estriado
pueden ser secundarias a las alteraciones detéxzaarerebral, debido a que en este
estudio, las neuronas con cromatdlisis permanetisio cambio. Ademas, esta
descrito que la cromatolisis aparece como una i@aecuna lesion axonal (Schwab
y Bartholdi, 1996)

El estriado es atravesado por mdultiples haces dmesx mielinizados,
correspondientes a fasciculos de axones aferergésrgntes que provienen de otras
areas del sistema nervioso central como cortezbir(Haber y Johnson, 2004).
Anteriormente se reportaron alteraciones en los@xen la corteza cerebral (Becerra
et al, 2009), asi que esto podria estar relacionaddosoaspacios en la mielina y el
aumento del diametro de los axones observadosesiredo. Alteraciones similares
se han descrito por algunos compuestos toxicos estreado (Flint-Beakt al, 1993,
Spenceret al, 1993; Santoyet al, 2007, Rioset al, 2009, Zarazuat al, 2010;
Fuentes-Bellet al, 2013).

Otra alteracion histopatologica observada en efriagst fue gliosis
caracterizada por una proliferacion progresivasimaitos en los grupos intoxicados.
En los animales intoxicados cdth se han descrito gliosis en areas de SNC con
neuronas hipercromicas (Escobar y Nieto, 1965;z@ttial, 1991; Becerrat al,
2009). Esta proliferacion de células gliales podestar relacionada con la
disminucién de las neuronas y/o la vacuolizacidhos fasciculos de axones, ya que
las toxinas de plantas podrian causar gliosis eD SiMilares a las encontradas en
este estudio (Pomiliet al, 1989, Flint- Beakt al, 1993; Carod-Artal, 2003, Soto-
Blanco y Lima-Gorniak, 2010, Dikibet al, 2012, Gotardeet al, 2012, Bhaskeet
al., 2014).



Las alteraciones histopatoldgicas encontradas @stehdo se correlacionan
con las alteraciones ya descritas en otras arda&SNde, utilizaron distintas dosis y
especies de animales de experimentacion intoxicadosfruto deKh. Por lo que
estos resultados seran utiles para dilucidar aiiegbxicacion afecta también a otras
areas del SNC, que se relacionan con el estriaoho coistancia negra, el tadlamo y el
tallo cerebral. También se requieren mas estudawva dilucidar la secuencia de
eventos en los areas analizadas de SNC, y / oamsmno de dafio involucrados.

En la actualidad, estudios relacionados con laserghsiones antes
mencionadas se estan llevando a cabo en nuestratabio, para evaluar el efecto de
las toxinas aisladas del fruto déh como la T-514 en estudias vitro ein vivo.



5. Conclusiones

En este estudio, se demostré qué&hainduce alteraciones morfolégicas en el
estriado, correspondiente a hipercromia en lasonesr desorganizacion de la vaina
de mielina asi como zonas de lisis axonal, sinsdééodesmielinizacion.

Ademas de activacion y proliferacion de células ke glia (gliosis),
principalmente por astrocitos; asi como tambiéneletiempo de paresia existe una
disminucién en las células de la microglia y un anta en los oligodendrocitos.

Estas alteraciones persisten a pesar de la reciferelinica de la rata. Este
estudio describe por primera vez alteraciones fagtddgicas en cuerpo estriado
causados por la intoxicacion cronica édnfruto en ratas Wistar.



6. Perspectivas

Evaluar mediante pruebas funcionales las vias uevatlas en el aprendizaje
y la memoria.

Evaluar la ultraestructura de neuronas y axonea paracterizar el dafio
reportado.

Evaluar otras zonas del SNC que estan relacionaedasel estriado con
posible dafio como globo palido o sustancia negra.

Evaluar a tiempos mas tardios si persisten lagaaltmes morfolégicas
reportadas.
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APENDICES

APENDICE A

Preparacion de Reactivos

Fijador Karnovsky-Ito.

Se disuelven 16 g de paraformaldehido en 400 rabda de-ionizada.

Calentar cerca del punto de ebullicion y agregdaagyale hidroxido de

sodio 1IN para quitar la turbidez.

Agregar 32 ml de glutaraldehido al 25%.

Agregar 0.08 g de acido picrico.

Agregar 400 ml de buffer de cacodilatos 0.1M (pB-77.4).
Guardar en frasco ambar.

Buffer de Cacodilatos 0.1M (pH 7.2-7.4)

Solucion A.
100 ml de agua destilada.

Anadir 4.28 g de cacodilato de sodio.

Solucién B.

25 ml de agua destilada.



Agregar 0.5 ml de acido clorhidrico.
Solucion de trabajo.
A 100 ml de solucion A
Se le afiaden 5.4 ml de la solucion B
Se ajustaelpHentre 7.2y 7.4
Se afora a 200 ml con agua destilada.

Tetradxido de osmio 2% en buffer de cacodilatos.

50 ml de buffer de cacodilatos 0.1M (pH 7.2 - 7.4).
Afiadir 1g de tetradxido de osmio.

La capsula de tetradxido de osmio se cubre coa gasa para
asegurarnos de no tocarla con los dedos. Se lavaxtcan y agua de la

llave. Se enjuaga con agua destilada y luego doepulra.

Se lava un frasco ambar con las mismas espmtifites que para la
capsula de tetradxido de osmio. Se introduce lautapl frasco, se tapa
y se agita hasta que se quiebre la capsula. Sgaalguéfer de cacodilatos
bajo una campana de extraccion y se deja repasartépado toda la

noche a temperatura ambiente para que se disuelva.

Paraformaldehido 4%

40 g de Paraformaldehido
160 ml de PBS 1x

Calentar a 60° C hasta que el liquido pierdalbidez si es necesario
se agregan unas gotas de Hidroxido de Sodio 1N.



Nitrato de Uranilo.

1 g nitrato de uranilo

Aforar con 100 ml de agua destilada.

Resinas Epoxicas

Resina 23.8 ml (29 g)
DDSA 16 ml (16 g)
NMA 11.5 ml (14.3 g)
DMO30 Im (19)

En el estudio se utilizo resina epoxica MEDIA

Solucién de Azul de Toluidina al 1%

Borato de sodio (Borax) 5g
Agua destilada 100ml
Calentar hasta disolver

Azul de toluidina 19

Se filtra.

Solucién de formalina 4 %

* Para preparar 500 ml
Paraformaldehido 20 ¢
Agua destilada 450 ml

* Calentar a 60 °C por 30 minutos



PBS 10 X
* Para preparar 100 mi
NacCl
KCI
NagHP Oy
KH,PO,
Ajustar pHa 7.2
Almacenar a 4 °C.

PBS 1X

* Para preparar 500 mi
PBS 10X
Agua destilada
Ajustar pH a 7.2

Almacenar a 4 °C.

Glutaraldehido 2.5 %

Glutaraldehido 25 %

8.0¢g
0.20g
1449

0.24 g

50 ml

450 ml

Buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2-7.4

10 ml

90 ml



Laminillas con Poly-L-lisina

45 ml de agua destilada

5 ml de Poly-L-Lisina

En un Koplin de plastico (ya que el polimergsga en superficie de
vidrio) se introducen las laminillas por un tieng®5 min asegurandose
gue se cubra la totalidad de la laminilla.



APENDICE B

PROCESAMIENTO PARA INCLUSION DE BLOQUES EN
PARAFINA:

1. Paraformaldehido 4% por 48 horas

2. Deshidratacion :
Acetona 60% por 30 minutos.
Acetona 70% por 30 minutos.
Acetona 80% por 30 minutos
Acetona 90% por 30 minutos
Acetona 100% por 30 minutos (2 cambios)
Acetona al 100% y Xilol (1:1) por 60 min
3. Aclaramiento
Xilol (1) por 60 min
Xilol (2) por 60 min
4. Inclusion
Parafina liquida 1° bafio 60 min

Parafina liquida 2° bafio 60 min
5. Microtomia
6. Montaje inicial



Consideraciones especiales
Parafina es fundida a una temperatura entred@s58°C

Después del segundo bafio de parafina, parabarakion de los
bloques se toman los casetes con los drganos|amn en el molde, se
orienta la pieza para obtener cortes en sentidnedy se vierte la

parafina fundida.

Los cortes se realizan con el micrétomo del mpeeseado, se obtiene
una tira de cortes y se usa el bafio de flotaciomléa térmica con agua a
40°C de temperatura) para extender los corteseadsealor y evitar los
pliegues, se agrega alcohol al 10% sobre el pgetxsbpara obtener una
extension mas rapida y adecuada. Finalmente yadigtes los cortes se
montan en el portaobjetos y se dejan secar dutadidela noche.

Preparacion de reactivos Apéndice A.



APENDICE C

TINCION DE RUTINA CON HEMATOXILINA Y EOSINA

Hematoxilina de Gill:

Agua destilada 730 ml
Etilenglicol 250 ml
Hematoxilina anhidra (polvo) 20g
Yodato de sodio 0.2¢g
Sulfato de aluminio 17649
Acido acético glacial 2.0ml

*Filtrar antes de usar por primera vez.

Eosina(Solucion stock concentrada)

Eosina amarillenta 109
Agua destilada 20 ml
Etanol al 96% 80 ml

Solucion de trabajo:

Solucién stock. 25 ml

Etanol al 80% 74.5 ml

Acido acético glacial 0.5 ml
Alcohol acido:

Etanol al 70%. 99 ml

Acido clorhidrico concentrado 1.0 ml



Agua amoniacal:

Hidréxido de amonio 99 ml

Agua destilada 1.0 mi

PROCEDIMIENTO:
1. Desparafinar y rehidratar los cortes de la sigi@ manera:
Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa°’&€60
Xilol por 5 minutos.
Etanol-xilol por 2 minutos.
Etanol absoluto por 2 minutos.
Alcohol 96% por 2 minutos.
Agua destilada por 2 minutos (inmersién y movinmisrientos).
2. Tincién con hematoxilina
*Limpiar la superficie de la hematoxilina con urppéfiltra antes de usar
Hematoxilina por 2 minutos.
Agua corriente 2 inmersiones lentas.
Alcohol acido 1 inmersién rapida.
Agua corriente 2 inmersiones rapidas.
Agua amoniacal 1 inmersion rapida.
Agua corriente 2 inmersiones.
*Eliminar el exceso de agua de las laminillas amessumergirlas en
eosina.
3. Tincién con eosina:
Eosina (solucidn trabajo) por 1 minuto.
Etanol 96% 1 inmersién rapida.
Etanol 96% por 2 minutos.
Etanol absoluto por 2 minutos (2 cambios).
Etanol-xilol (1:1) por 2 minutos.
Xilol por 2 minutos (2 cambios).

4. Montar los cortes tefidos con entellan.



APENDICE D

HISTOQUIMICA VIOLETA DE CRESILO.

Cortes de parafina de 10 micras.

Reactivo de tincion:
Violeta de cresilo 05¢g
Agua destilada 100 mi

PROCEDIMIENTO:
1. Desparafinar y rehidratar los cortes de la sigi@ manera:
Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa°’&€60
Xilol por 5 minutos.
Etanol-xilol por 2 minutos.
Etanol absoluto por 2 minutos.
Alcohol 96% por 2 minutos.
3. Violeta de cresilo por 30 min.
4. Deshidratacion
Alcohol 96% 2 inmersiones.
Alcohol Absoluto 2 inmersiones.
Xilol 2 minutos (2 cambios).

6. Montar los cortes tefiidos con entellan.



APENDICE E

HISTOQUIMICA KLUVER-BARRERA

Cortes de parafina de 10 micras

Azul Luxol répido (Solucién A):

Azul luxol 10g
Metanol absoluto 1000 ml
Acido acético al 10% 5 ml

Mezcla y filtra.
Reactivo diferenciador 1 (solucion B):
Carbonato de litio 0.05¢
Agua destilada 100 ml
Reactivo diferenciador 2 (solucion C):
Alcohol absoluto al 95%.

Reactivo de tincién (solucion D):

Violeta de Cresilo 05¢g
Agua destilada 100 ml
Reactivo diferenciador 3 (solucion E):
Alcohol 100 ml
Acido acético glacial 250 ml

PROCEDIMIENTO:

1. Desparafinar y rehidratar los cortes de la sigi@ manera:
Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa°&€60
Xilol por 5 minutos.
Etanol-xilol por 2 minutos.

Etanol absoluto por 2 minutos.



Alcohol 96% por 2 minutos.
Agua destilada por 2 minutos (inmersion y movinasrientos).
2. Sumergir esolucién Apor 2 horas a 60°C, o 37°C toda la noche.
3. Enjuagar en alcohol al 70%.
4. Enjuagar en agua corriente.
5. Diferenciar ersolucion B hasta distinguir la sustancia blanca y gris
claramente y sumergir rapidamentesefucion C
6. Enjuagar en agua corriente.
7. Verificar la diferenciacion al microscopio y e#p paso 5 si es
necesario
8. Sumergir esolucion Dde 10-20 minutos.
9. Enjuagar en agua corriente.
10. Sumergir esolucion Ede 4-8 segundos.
11. Deshidratacion:
Etanol 96% 1 inmersion rapida.
Etanol 96% por 2 minutos.
Etanol absoluto por 2 minutos (2 cambios).
Etanol-xilol por 3 minutos.
Xilol por 2 minutos (2 cambios).

12. Montar los cortes teflidos con entellan.



APENDICE F

METODO INMUNOHISTOQUIMICO CON SISTEMA ENVISION

1. Desparafinar a 60°C,cuidar no se aumente la temperatura demasiado
para no tener problemas con la identificacion dealatigenos bidratar

los cortesen las siguientes soluciones:

Xilol por 5 minutos (2 cambios).

Etanol absoluto por 3 minutos.

Etanol 95 % por 3 minutos.

Etanol 70 %por 3 minutos.

Agua destilada por 3 minutos.

Solucion Tris-buffer salino buffer salino+Tween ZUBST) por 3
minutos.

2. Recuperar los antigenos con solucion TRSTarget Recovery
Solution) se introducen las laminillas en koplinpd&stico que se quedan

abiertos en una olla de vapor (a bafio Maria) 6@toga 100 °C.
3. Bloquear la peroxidasa endégenaon HO, 3 % 10 minutos.
4. Lavar en solucion buffer TBST 3-5 minutos (2 veces).

5. Bloquear las proteinas endégenason suero de caballo al 3% por

30minutos.
6.- Lavar en TBST 3-5 minutos (2 veces).
7.- Aiadir elanticuerpo primario 45 min o toda la noche a 4 °C.,

* Para los controles negativos se omite el antpo@rimario y se afiade

en su lugar TBST.

8.-Lavar en TBST 3-5 min (2 veces).



9.- Afnadir elanticuerpo secundario(Sistema Envision, consiste en un
polimero que lleva varias de anticuerpo secundgrimoléculas de
peroxidasa) por 30 minutos, se puede poner un tezmicrofilm para

gue la gota permanezca sobre la muestra,.
10.-Lavar en TBST 3-5 minutos (2 veces).

11.-Revelarcon soluciéon de sustrato-cromogeno con 19 gotas,0e +
1 gota de revelador DAB (3"3-diaminobencidina) &b Sor 7-10

minutos.

CONTRATINCION:

1. Lavar en agua destilada por 2 minutos (3 veces).
2. Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 1 a 2 utas.
3. Lavar en agua corriente.

4. Enjuagar en agua destilada.

5. Deshidratar gradualmente con:

Etanol 70 % por 3 minutos (2 cambios).

Etanol 95 % por 3 minutos (2 cambios).

Etanol 100 % por 3 minutos (2 cambios).

Xilol por 3 minutos (2 cambios).

6. Montar con entellan

Consideraciones especiales

Es importante hacer una correcta identificaciomaddaminillas previo
al procesamiento, tener una gasa para retirarocgdsexde solucion en la
laminilla y utilizar en cada paso requerido unaepaptotalmente limpia a

fin de evitar contaminacion.



APENDICE G

PROCESAMIENTO INCLUSION EN RESINAS EPOXICA

Fijar el tejido en una solucidon de Karnovsky-Itéeanperatura ambiente
por 1 hora.

Lavar en buffer de cacodilatos 0.1 M (pH 7.2 - B4)eces con duracién

de 5 minutos cada uno.
Post-fijar con tetradxido de osmio al 2% por 30 utdis.

Lavar en buffer de cacodilatos 0.1 M (pH 7.2 -B4)eces con duracion

de 5 minutos cada uno
Contrastar con nitrato de uranilo al 1% por 30 rnosu

Lavar en buffer de cacodilatos 0.1 M (pH 7.2 - B4)eces con duracién

de 5 minutos cada uno
Deshidratar
Acetona 30% por 10 minutos.
Acetona 50% por 10 minutos.
Acetona 70% por 10 minutos
Acetona 90% por 10 minutos

Acetona 100% por 10 minutos (3 cambios).



8. Impregnacion del tejido en una mezcla de 1:1 deokeeEpon durante

toda la noche, para dejar evaporar bajo campana.

9. Retirar los residuos de la mezcla 1:1 de Aceton@nEfy aplicar Epon

puro por 1 hora.
10. Polimerizacién a 6@ durante 12 a 72 hrs.

La informacion sobre la preparacion de los ieastse detalla en el Apéndice
A.



APENDICE H

TINCION DE CORTES SEMIFINOS CON AZUL DE TOLUIDINA

Obtener cortes semifinos de 350 nm del tegpchicesado con resinas

epoxicas.
2. Colocar los cortes sobre un portaobjetos.

3. Mediante el uso de una placa de calor pegar logesoal

portaobjetos.

4. Colocar una gota de azul de toluidina (5 g de lbodat sodio, 100
mL de agua desionizada y 1g de azul de toluidiobjeslos cortes por 10

segundos.

5. Lavar el portaobjetos con agua destilada hastameit exceso de

colorante.

6. Pasar gentilmente una gasa limpia sobre los cqéesa secar el

exceso de agua.

La informacién sobre la preparacién de los ieastse detalla en el

Apéndice A.



8.- Produccion Cientifica

XXV CONGRESO NACIONAL DE ANATOMIA
1°" REUNION NACIONAL DE NEUROMORFOLOGIA

7° CONCURSO NACIONAL ESTUDIANTIL DE MORFOLOGIA

XXII ENCUENTRO NACIONAL

X1l IBEROAMERICANO DE INVESTIGACION EN
ODONTOLOGIA

XXXVII CONGRESO NACIONAL DE HISTOLOGIA

1" CONGRESO IBEROAMERICANO DE HISTOLOGIA

ARTICULO DE REVISION:
Intoxicacion por Karwinskia humboldtiana

LESIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRALY
PERIFERICO.

HISTOPATHOLOGICAL ALTERATIONS IN STRIATUM
CAUSED BY Karwinskia Humboldtiana(Buckthorn) FRUIT IN AN
EXPERIMENTAL MODEL OF PERIPHERAL NEUROPATHY















Histopathological alterations in the striatum causd by Karwinskia humboldtiana
(Buckthorn) fruit in an experimental model of peripheral neuropathy.

Diaz-Pérez RN, Castillo-Gonzalez JA, Carcafio-Diaz K, Garcia-Juarez }, Salazar-Leal
ME2 Mufioz-Maldonado GE®, Montes-de-Oca-Luna R, Saucedo-Cardenas & Soto
Dominguez A.

Abstract

The accidental ingestion of Karwinskia humboldtigifdn) fruit in humans and animals causes
chronic or acute intoxication. Acute poisoning inds respiratory failure that progresses rapidly to
death. Studies in animals intoxicated with Kh déxsctesions in cerebral cortex, cerebellum, spinal
cord, hippocampus and caudate nucleus. Kh intagitain Wistar rats models the sub-lethal
clinical phase observed in humans. Consideringethreports, the present study analyzed the
histopathological alterations within the striatuolldwing experimental Kh intoxication. Twenty
Wistar rats were divided into three groups (n =Byl avere intoxicated with Kh fruit. A control
group (n =5) was included. Animals were euthaniaedeveral time points (48, 58 and 170 days
post-intoxication). The brain was collected, divddend processed for conventional histology or
electron microscopy. Sections were stained with dterylin and eosin, cresyl violet, Kliver-
Barrera, and toluidine blue. Immunolabeling wasqrened for glial cells in the striatum, and the
samples were analyzed with light microscopy. Morpbtric and statistical analyses were
performed. In control group, neurons, axon bundied neuropil had a normal appearance. At 48
days, hyperchromic neurons with apparent decreagedwere observed interspersed among the
normal neurons. At 58 days, we observed an incdeasenber of hyperchromic neurons and
disorganization of the myelin sheath and neurdiil170 days, these alterations persisted in the
paralysis group. In treated groups, we observedssa gliosis and increased axonal diameters.
This study is the first report that describes tligdpathological alterations within the striatum
caused by chronic intoxication with Kh fruit in tkiéistar rat.
































































































