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CAPÍTULO 1 
 
 
 

INTRODUCCIÓN 
 
 
 

1.1 Karwinskia humboldtiana 

La Karwinskia humboldtiana (Kh), es popularmente conocida como: tullidora, 

capulín tullidor, cacachila, chanchanote, tuvii, pimientillo, coyotillo de Texas, etc. 

(Escobar y Nieto, 1965; Fernández Nava, 1992). Es un árbol o arbusto de 1 a 8 

metros de altura, su fruto es del tamaño de un garbanzo, verde en sus inicios y de 

color violeta oscuro al momento de estar maduro, es carnoso, de cáscara fibrosa y con 

una semilla (Padrón, 1951; Arreola-Nava et al., 2000).  

 

1.1.1 Cuadro clínico de intoxicación por Kh 

Cuando la ingesta del fruto de Kh ha sido abundante, se presenta una intoxicación 

aguda, con un cuadro de insuficiencia respiratoria y una rápida evolución hacia la 

muerte. Además, en animales de experimentación se presenta daño severo en órganos 

como: pulmón, hígado y riñón, en ausencia del cuadro de parálisis (Bermúdez et al., 

1986). 

El cuadro de intoxicación crónica se produce 3 ó 4 semanas posteriores a la ingesta 

de fruto. Dependiendo de la cantidad de la ingesta accidental del fruto, tanto en el 

humano, como en animales, puede presentarse una intoxicación crónica o aguda. La 

intoxicación crónica inicia con una disminución de la fuerza en las extremidades 

inferiores, que asciende progresivamente y afecta también a las extremidades  
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superiores, para finalmente producir una parálisis, ascendente, progresiva y simétrica 

(Escobar y Nieto, 1965). Cuando el paciente sobrevive, la recuperación es gradual y 

de forma espontánea, en un periodo variable que puede ser hasta de 1 año después, de 

la ingesta del fruto (Escobar y Nieto, 1965; Aguilar y Zolla, 1982). 

 

1.1.2 Estudios químicos de Kh 

Del fruto de Kh se han aislado antracenonas fenólicas biológicamente activas 

(Dreyer et al., 1975; Waksman et al., 1989). Mediante análisis fisicoquímicos se 

logró determinar la estructura química de 4 compuestos con actividad deletérea, tales 

compuestos se nombraron en base a su peso molecular como: T-496, T-514, T-516 y 

T-544 (Dreyer et al., 1975). Estudios en animales de experimentación demostraron 

que el compuesto T-544 es responsable de los efectos neurológicos, el T-514 de las 

lesiones de pulmón, hígado y miocardio, el T-496 únicamente produce diarrea y el T-

516 que hasta el momento no se conoce su actividad específica (Bermúdez et al., 

1992). Algunas de estas toxinas, también están presentes en las hojas y raíz de esta 

planta (Domínguez et al., 1976). 

 

1.1.3 Intoxicación accidental con fruto de Kh en humanos  

El primer reporte de la intoxicación por la ingesta accidental del fruto de Kh, fue 

escrito por Clavijero en el siglo XVIII (Clavijero, 1789). Posteriormente Castillo 

Nájera describe casos de parálisis observados en Puebla en 1918, entre los elementos 

del ejército de la División del Norte (Castillo Nájera, 1920). Padrón, en 1951 

describió el cuadro clínico de la intoxicación, de acuerdo a las observaciones 

realizadas en 6 niños intoxicados (Padrón, 1951). 
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1.1.4 Estudios experimentales en SNC realizados en animales intoxicados con fruto 

de Kh 

Se han realizado diversas investigaciones para esclarecer el daño causado por el 

fruto de Kh. Padrón en 1951, en un estudio experimental realizado en rata blanca y 

conejo, administró de 5 a 10g de semilla pulverizada en una dosis única, lo que causó 

la muerte para la rata. Con una dosis de 3 a 5g se logró reproducir el cuadro de 

parálisis que se observa en humanos en un periodo de 2 a 4 días posteriores a la 

administración, éste resultado se logró también con 2 dosis diarias de 2 a 3g durante 5 

días (Padrón, 1951). 

Basándose en estas condiciones experimentales, en 1956 Padrón y Velázquez 

produjeron el cuadro clínico de parálisis en conejos. Se realizó el examen 

histopatológico de los animales y se observó hipercromasia, con disminución del 

volumen y el número de neuronas en el asta anterior de médula espinal, algunas 

neuronas presentaron datos morfológicos de cromatólisis. También se observó lesión 

difusa en las células de Purkinje en cerebelo, y lesión neuronal difusa en los núcleos 

del puente y corteza cerebral (Padrón y Velázquez, 1956). 

Escobar y Nieto en 1965, realizaron un estudio experimental en gato y rata blanca, 

que recibieron una dosis de 5g y 1g de papilla respectivamente de Kh administrada 

vía oral. Se mostró el cuadro de parálisis de 6-8 días posteriores a la ingesta, y al 

presentar la cuadriplejía los animales manifestaron signos de dificultad respiratoria. 

Además se realizó el análisis histopatológico de los animales, y se observaron 

lesiones neuronales localizadas en las astas anteriores de médula espinal, con 

hipercromasia y cromatólisis. En los animales gravemente afectados, se observaron 

vacuolas en el citoplasma y picnósis del núcleo, la glía satélite mostró discreta 

proliferación sobre todo alrededor de las neuronas más afectadas, con degeneración 

en lo troncos nerviosos tanto en porciones proximales y distales (Escobar y Nieto, 

1965). En este estudio también se reportó lesión difusa en las células de Purkinje de  
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cerebelo, coincidiendo con lo reportado por Padrón y Velázquez en 1956 (Escobar y 

Nieto, 1965). 

Charlton y Pierce en 1970, en un estudio experimental realizado en gatos, 

administraron 0.04% a 0.05% del peso corporal por día como dosis altas, y 0.01% del 

peso corporal por día como dosis bajas por un periodo variable de intervalos de 3, 6, 

7, 13, 66 y 69 días. En este estudio como ya se ha descrito en estudios previos, 

también se observó el daño a la célula de Purkinje en cerebelo, además de distrofia 

axonal. En médula espinal se observó daño neuronal en sustancia gris, 

desmielinización segmentaria y datos de degeneración walleriana, que fue más 

acentuada a dosis altas y en la porción distal del cordón espinal (Charlton y Pierce, 

1970).  

Ortiz et al., en 1991, realizaron un estudio en rata Wistar con 2g de fruto 

administrado vía oral, en tiempos de 6, 12, 48 y 72 hrs. Se analizaron corteza motora 

de cerebro, hipocampo y núcleo caudado, y se observaron neuronas con 

hipercromasia y datos de gliosis (Ortiz et al., 1991). 

En resumen, en animales intoxicados con fruto de Kh, se ha descrito lesión 

neuronal en diversas áreas del SNC como son: corteza cerebral, cerebelo y médula 

espinal (Padrón y Velázquez 1956, Escobar y Nieto, 1965, Charlton y Pierce, 1970). 

Al igual en hipocampo y núcleo caudado (Ortiz et al. 1991). Se ha propuesto que la 

necrosis neuronal es secundaria a degeneración periférica de las fibras nerviosas 

(Izquierdo y Nieto, 1965). Es importante señalar, que en todos los estudios 

experimentales de intoxicación en animales existe una amplia diversidad en cuanto a 

especie, vías de administración, y las dosis empleadas, sin embargo, todos estos 

estudios coinciden con las lesiones histopatológicas ya descritas. 
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1.1.5 Modelo experimental de intoxicación crónica con el fruto Kh 

 El primer modelo experimental de la intoxicación, que logró reproducir en la rata 

todas las etapas de la intoxicación observadas en el humano, fue descrito hasta el 

2006 por Salazar et al. Para el desarrollo de este modelo se intoxicaron ratas Wistar 

con el fruto seco, molido, tamizado y administrado vía oral con sonda orogástrica, 

con una dosis inicial de 1.5g/Kg y 4 dosis subsecuentes de 0.5g/kg los días 3, 7, 10 y 

14 a partir del inicio de la intoxicación. El análisis histopatológico mostró 

desmielinización y degeneración axonal en nervio periférico (Salazar et al., 2006), 

coincidiendo con lo descrito en estudios previos de animales intoxicados con el  fruto 

de Kh. 

En este modelo, Becerra et al., en 2009 realizaron un estudio morfológico del SNC 

(corteza motora, cerebelo, médula espinal, núcleo vestibular y tracto 

corticopontocerebeloso). Se describió en neuronas del núcleo vestibular datos de 

cromatólisis e hipercromasia desde la etapa sin paresia, con un decremento de la 

hipercromasia en la etapa de parálisis, y una apariencia semejante al grupo control en 

la etapa de recuperación. También se observó daño axonal con una pérdida del 

trayecto lineal, que fue progresiva a lo largo de las etapas con una reorganización de 

los tractos en la etapa de recuperación, estas lesiones son representativas de las áreas 

estudiadas (Becerra et al., 2009). 

A diferencia del daño descrito en sistema nervioso periférico (Salazar et al., 2006), 

en SNC no se observó alteración en la mielina (Becerra et al., 2009). En corteza 

motora, se observaron algunas neuronas con pérdida de la afinidad tintorial y 

citoplasma eosinófilo. En cerebelo se observaron neuronas con picnósis, datos de 

cromatólisis y a partir de la etapa de parálisis, se describió una aparente disminución 

de las células de Purkinje y datos de gliosis  (Becerra et al. 2009). Estos resultados 

coinciden con lo reportado previamente por Padrón y Velázquez (1956), Escobar y 

Nieto (1965), y Charlton y Pierce (1970). 
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1.2 Ganglios basales 

Los ganglios basales son masas nucleares subcorticales simétricas derivadas del 

telencéfalo, que se encuentran situadas en la parte inferior de los hemisferios 

cerebrales. Están compuestos por: el núcleo caudado, el putamen, el globo pálido y la 

amígdala (Haber y Johnson, 2004). 

 

1.2.1 Cuerpo estriado y Estriado 

El cuerpo estriado es un núcleo constituido por el núcleo caudado, el putamen y el 

globo pálido. Los dos primeros núcleos configuran la región del estriado, debido a 

que es cruzado por las fibras mielínicas que le confieren esta apariencia, es 

considerado el centro de las aferencias corticales de los ganglios basales (Haber y 

Johnson, 2004). Siendo el estriado la región de interés en el presente trabajo.  

Existe una clasificación del cuerpo estriado basada en los niveles de antigüedad  

filogenética en que se desarrollan dichas estructuras. El arquiestriado está constituido 

por la amígdala, paleoestriado que comprende el globo pálido, y neoestriado formado 

por el núcleo caudado y el putamen (Haber y Johnson, 2004). 

 

1.2.1.1 Núcleo Lenticular 

Este núcleo está compuesto por: el putamen y el globo pálido. Es semejante a una 

lente biconvexa, está subdividido en tres partes por dos laminas medulares, lateral y 

medial formadas por sustancia blanca, el segmento lateral es el putamen y los dos 

segmentos mediales el globo pálido (Haber y Johnson, 2004). 
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La superficie lateral del núcleo lenticular corresponde a la cápsula externa, 

medialmente está en relación con la capsula interna. Hacia su parte ventral se hallan 

las fibras del segmento sublenticular de la capsula interna y rostralmente a éstas, las 

de la comisura anterior, que se dirigen al lóbulo temporal del cerebro (Haber y 

Johnson, 2004). 

 

1.2.1.2 Núcleo Caudado 

Está compuesto por una cabeza que se halla por delante del foramen 

interventricular y se continua, casi sin transición, hasta la cola delgada que desciende 

a la prolongación temporal del ventrículo. En su parte terminal, la cola está formada 

por pequeñas masas discontinuas de sustancia gris que llegan hasta la región 

basolateral de la amígdala, con la que se continúa (Haber y Johnson, 2004). 

En la parte basal y medial de la cabeza,  que se localiza por arriba de la sustancia 

perforada anterior, se encuentra el núcleo accumbens septi, que representa la 

extensión medial de esta parte del núcleo caudado. En la prolongación frontal y 

cuerpo del ventrículo, el núcleo caudado está en relación medialmente con la estría 

terminal y la vena tálamo estriada que lo separa del tálamo. En su parte rostro lateral, 

la cabeza del caudado se une a la porción anterior del putamen, estando ambos 

núcleos separados en el resto de su extensión, por las fibras que pasan por el 

segmento anterior o lenticulo-caudado de la cápsula interna. En conjunto, el núcleo 

caudado presenta una concavidad anterior en la que se halla el tálamo (Haber y 

Johnson, 2004). 
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1.2.2 Conexiones al estriado  

1.2.2.1 Conexiones aferentes al estriado 

a) Conexiones corticoestriadas: En la actualidad se han demostrado fibras que se 

originan en todas las regiones corticales y se proyectan en forma somatotópicamente 

organizada al estriado. La corteza somatosensorial proyecta hacia la región 

dorsolateral del cuerpo estriado, la corteza visual a la región dorso medial, y la 

corteza auditiva, a la región  medial del mismo (Haber y Johnson, 2004).  

b) Conexiones tálamoestriadas: El estriado recibe fibras de los núcleos 

intralaminares, del centro mediano y dorso medial del tálamo. Terminan tanto en 

caudado como en el putamen. Se ha postulado que las proyecciones del centro 

mediano al tálamo se hacen de manera somatotópicamente organizada (Haber y 

Johnson, 2004). 

c) Conexiones nigroestriadas: Constituyen unas de las más importantes vías 

aferentes del putamen, están constituidas por fibras que se originan de las partes 

compacta y reticular de la sustancia negra, ascienden al subtálamo y pasan entre las 

fibras de la cápsula interna en el putamen, aunque algunas llegan al caudado y al 

globo pálido (Haber y Johnson, 2004).  

1.2.2.2 Conexiones eferentes del estriado  

El núcleo caudado y el estriado están relacionados por las fibras internucleares. La 

mayor proyección eferente del estriado se hace al globo pálido, al cual llegan fibras 

tanto del caudado como del putamen, aunque la mayoría proviene de este último. Se 

ha demostrado una organización somatotópica precisa en la proyección estríopalidal. 

El segmento lateral del globo pálido recibe fibras de la parte externa del estriado y el 

segmento medial de la parte correspondiente del caudado y putamen (Haber y 

Johnson, 2004). 
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1.2.3 Histología del estriado 

Es un núcleo de sustancia gris, donde se observan neuronas y células de la glía 

entre el neurópilo, además este núcleo es atravesado por múltiples fascículos de 

axones mielinizados en diversas direcciones, correspondientes a las proyecciones 

nerviosas aferentes y eferentes de otras áreas del SNC, 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 proyección y las interneuronas. Las neuronas de 

proyección son neuronas multipolares, en sus proyecciones presentan múltiples 

espinas por lo que también son denominadas neuronas espinosas; se subclasifican en: 

tipo 1, que representan el 90% de la población neuronal y tipo 2, que representan 

menos del 1%. Las interneuronas también son neuronas multipolares, carecen de 

espinas por lo que se denominan no espinosas, se subclasifican en tipo 1, que 

representan menos del 5%, tipo 2 que representan el 1% y tipo 3, que una no están 

bien caracterizadas (Haber y Johnson, 2004).  

La mayoría de las aferencias de las neuronas espinosas tipo 1, son derivadas de 

corteza, tálamo y tallo encefálico. Las fibras de la corteza, proyectan principalmente a 

dendritas espinosas formando terminales asimétricas, glutaminérgicas y excitatorias. 

(Haber y Johnson, 2004). 
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1.3 Células de la Glía 

Las células de la glía, tienen como función proporcionar soporte estructural a las 

neuronas y mantener las condiciones locales para el adecuado funcionamiento 

neuronal, con un soporte también metabólico, manteniendo las concentraciones 

adecuadas de iones y neurotransmisores (Kierszenbaun y Tres, 2012). A diferencia de 

las neuronas, las células de la glía no generan, ni transmiten potenciales de acción. 

Están constituidas por astrocitos, oligodendrocitos y células de la microglia 

(Kierszenbaun y Tres, 2012). 

 

1.3.1 Astrocitos 

Son las células más numerosas, se encuentran en el SNC y se dividen en dos 

categorías: fibrosos y protoplásmicos. Los astrocitos fibrosos, se localizan en la 

sustancia blanca, poseen prolongaciones delgadas y alargadas con escasas 

ramificaciones. Los astrocitos protoplásmicos, se encuentran principalmente en la 

sustancia gris, poseen prolongaciones más cortas con numerosas ramificaciones 

arborescentes. Las prolongaciones de los astrocitos terminan en unas prolongaciones  

llamados pies terminales, que están en íntimo contacto con los capilares y constituyen 

la glía limitante como parte de la barrera hematoencefálica, representan una 

protección frente a agentes nocivos presentes en la circulación general. Es posible la 

identificación de estas células mediante el marcaje de los filamentos intermedios 

constituidos por la proteína fibrilar glial ácida (GFAP). Los núcleos de los astrocitos 

son grandes, ovalados y se tiñen de color claro (Kierszenbaun y Tres, 2012). 

 

 

 

 



���
�

1.3.2 Oligodendrocitos 

Son células más pequeñas que los astrocitos, sus núcleos son irregulares y se tiñen 

densamente, tienen un aparato de Golgi y mitocondrias abundantes y numerosos 

microtúbulos. Su función consiste en la formación de la vaina de mielina alrededor 

del axón desde sus segmentos iniciales hasta su porción terminal, proporcionan un 

aislante que mejora la conducción del impulso nervioso (Kierszenbaun y Tres, 2012). 

 

1.3.3 Células de la microglia 

Esta población representa el 12% de las células del encéfalo, se localizan 

predominantemente en la sustancia gris y son más abundantes en los ganglios basales. 

De manera fisiológica se encuentran en un estado de reposo y se distinguen por un 

núcleo triangular y prolongaciones escasas y largas poco ramificadas, en estado 

activo adquieren una morfología ameboide y aumento en expresión de receptores de 

superficie como CD14 como consecuencia de daño cerebral ya que tienen una 

función inmunitaria, también participan en el retiro de desechos tóxicos y propician la 

supervivencia neuronal mediante la liberación de factores tróficos y antiinflamatorios 

(Kierszenbaun y Tres, 2012). 
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1.4 Justificación 

 

 

 

A la fecha está descrito que la intoxicación por el fruto de Kh produce un 

cuadro de parálisis y alteraciones morfológicas en la vía motora del SNC. 

Debido a la importancia del estriado como centro integrador que recibe las 

aferencias de la corteza cerebral, es de interés evaluar si la intoxicación por Kh cursa 

con alteraciones morfológicas en el estriado. 
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1.5 Hipótesis de trabajo 

 

La intoxicación crónica causada por el fruto de Kh en rata Wistar, cursa con 

alteraciones morfológicas en el estriado. 
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1.6 Objetivo general 

 

 

Determinar si la intoxicación crónica por Kh  induce alteraciones 

morfológicas en el estriado de ratas Wistar. 
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1.7 Objetivos específicos 

 

1. Analizar la morfología de los cuerpos neuronales de el estriado de ratas 

intoxicadas. 

 

2. Analizar la morfología de los fascículos axonales del estriado de ratas 

intoxicadas con Kh.  

 

3. Determinar si la intoxicación induce cambios en las células de la glía. 
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CAPÍTULO 2 
 
 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
 

2.1 Material 

2.1.1 Origen de los reactivos  

Todos los reactivos utilizados fueron de la más alta calidad en el reactivo analítico. 

En todos los casos se utilizó agua desionizada y ultrapura (sistema Mili-Q de 

Milipore). 

Los reactivos utilizados en la Técnica de Microscopía Electrónica y de Luz fueron: 

Paraformaldehído, glutaraldehído, ácido pícrico, tetraóxido de osmio, resinas 

epóxicas de media hidratación, cacodilato de sodio, nitrato de uranilo, azul de 

toluidina.  

Los moldes para la inclusión y material quirúrgico fino con puntas de teflón, se 

obtuvieron de Electron Microscopy Sciences. Hidróxido de sodio, ácido clorhídrico y 

acetona de Analytika Tecnología Industrial Química. Cloruro de sodio, fosfato 

monoácido de sodio, fosfato diácido de potasio de la marca Sigma Chemical 

Company.  

El vidrio para preparar las cuchillas se obtuvo de Pelco International (Redding CA, 

EUA). Recipientes de vidrio, vasos de precipitado, probetas, navajas, hojas de bisturí, 

guantes de látex, jeringas, agujas, puntillas para micropipetas, pipetas Pasteur, tubos 

Falcon y tubos Eppendorf estériles. 
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El Sistema Envision de Dako Cytomation Inc®, anticuerpos específicos anti-S100, 

y GFAP de Dako Cytomation Inc® y anti-IBA-1 de Abcam. 

2.1.2 Material Biológico 

Se utilizaron ratas Wistar hembras, adultas jóvenes, con un peso de 198g ±25g. 

Todas las ratas se obtuvieron  del bioterio del Departamento de Histología de la 

Facultad de Medicina, de la Universidad Autónoma de Nuevo León.   

 

2.1.3 Equipo 

Fotomicroscopio Nikon Eclipse 50i con cámara Nikon Digital Sight DS-2Mv. 

Ultramicrotomo RMC modelo MTX. 

Preparador de cuchillas de vidrio LKB Bromma modelo 7800 KnifeMaker 

Placa caliente Corning Hot Plate Stirrer modelo PC-315 

Campana de extracción. 

Estufa eléctrica Equiphos S.A. 

Congelador -20�  C Torrey modelo CV-14. 

Refrigerador Supermatic modelo 0803. 

Balanza analítica A&D Company Limited. 

Juego de pipetas semiautomáticas Techware. Sigma-Aldrich. 

Estuche de disección Hergon Premium.  

Bomba de Perfusión  
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2.1.4 Recolección del Fruto de Kh 

Se recolectó el fruto de Kh durante el mes de abril en la zona de Potrero Chico, en 

Hidalgo, Nuevo León. Se dejó secar, luego se molió y tamizó hasta la criba del 

número 100. 

 

2.2 Métodos 

Los experimentos se realizaron acorde a las Guías Internacionales del Uso 

Apropiado de Animales de Experimentación, y acorde a la Norma Mexicana NOM-

062-ZOO-1999 de las Técnicas y Especificaciones de Producción y El Cuidado y Uso 

de Laboratorio de Animales (SAGARPA, 1999). El protocolo fue aprobado por el 

Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la UANL en Monterrey, Nuevo 

León, México. 

 

2.2.1 Grupos Experimentales 

Se utilizaron ratas Wistar hembras, adultas jóvenes, con un peso de 198g ± 25 g. 

Los animales se mantuvieron en una dieta estándar de laboratorio con agua ad libitum 

y condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.  

Las ratas se intoxicaron con fruto seco, molido y tamizado de Kh en suspensión, 

disuelto en 1 mL de agua, y administrado por medio de sonda orogástrica, con una 

dosis inicial de 1.5g/Kg y 4 dosis subsecuentes de 0.5g/kg los días 3, 7, 10 y 14 a 

partir del inicio de la intoxicación.  

Se realizó la observación de los animales con el seguimiento de las 

manifestaciones clínicas descritas para la intoxicación (Fig. 3). Los animales (n=24) 

se dividieron en 3 grupos experimentales de 5 ratas cada uno: a) grupo de paresia,  
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2.2.3 Análisis Morfológico 

 

2.2.3.1 Análisis de cortes gruesos en parafina 

A partir de los bloques de parafina de los grupos de estudio y grupos control, se 

realizaron cortes  de 5 µm de espesor, que se tiñeron con hematoxilina y eosina 

(H&E) (APÉNDICE C) para confirmar la zona de interés por medio de las 

coordenadas del Atlas de Paxinos (Paxinos et al., 2005). 

También, se realizaron cortes de 10 µm para la histoquímica de Violeta de cresilo 

(APÉNDICE D), esta técnica permitió el estudio de los cuerpos neuronales. Con la 

histoquímica de Klüver-Barrera para el estudió la mielina (APÉNDICE E). Estos 

cortes se analizaron con un fotomicroscopio Nikon Eclipse 50i y se obtuvieron 

imágenes digitales  

Por otra parte, se realizó la inmunohistoquímica en cortes de 4 µm de espesor de 

los bloques parafina de los grupos de estudio (APÉNDICE F). Los cortes se 

incubaron con anticuerpos específicos, anti-S100 (dilución 1:200) para identificación 

de oligodendrocitos, anti-GFAP (dilución 1:200) para identificación de astrocitos 

fibrosos, y anti-IBA-1 (1:200) para identificación de células de la microglia. Como 

medio de detección se utilizó el Sistema Envision y se evidenció la positividad con 

3,3’Diaminobencidina (DAB), además se contrastó con hematoxilina de Mayer’s. 

Como control negativo se omitió el anticuerpo primario. Los cortes se analizaron con 

el fotomicroscopio Nikon Eclipse 50i y se obtuvieron imágenes digitales. 

Todas la laminillas utilizadas para el montaje de los cortes, se prepararon con 

Poly-L-Lisina  para evitar el desprendimiento del tejido (APÉNDICE A). 
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2.2.3.1.2 Análisis Morfométrico  

En los cortes de histoquímica con Violeta de Cresilo, se realizó un conteo de 

neuronas en 3 laminillas por animal y 8 campos a 40x por laminilla, para un total de 

24 campos por rata. Esta misma metodología se empleó para el conteo de cada una de 

las poblaciones de las células de la glía en los cortes analizados con 

inmunohistoquímica. 

 

2.2.3.2 Análisis de cortes semifinos en resina epóxica 

A partir de los bloques polimerizados de resina epóxica se realizaron cortes 

semifinos de 350 nm de grosor, los cuales se tiñeron con Azul de Toluidina 

(APÉNDICE F) y se analizaron con el fotomicroscopio Nikon Eclipse 50i y se 

obtuvieron imágenes digitales. 

 

2.2.3.2.1 Análisis Morfométrico  

En estos cortes también se realizó el conteo de 100 axones en cinco campos a 100x 

por laminilla, para un total de 500 axones por rata, estos axones se clasificaron en 

gruesos y delgados. 
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En los cortes de estriado de grupos control y experimentales se confirmó la 

correcta disección del estriado, mediante la tinción de H&E (Fig. 4). 

 

3.1.1 Análisis Morfológico  

 

3.1.1.1 Grupo Control 

Con la histoquímica de Violeta de Cresilo, se identificaron neuronas de aspecto 

normal con forma redondeada, citoplasma escaso de tinción pálida y núcleo redondo, 

claro con cromatina dispersa y nucléolo prominente; así como núcleos más pequeños 

que corresponden a las células de la glía con escaso citoplasma y núcleo con 

predominio de cromatina compacta de tinción densa (Fig. 5A).  

Con la histoquímica de Klüver-Barrera se destacaron los fascículos de axones 

mielinizados con diversos patrones de corte predominando los cortes transversales. 

Los axones se observaron con una tinción uniforme de la mielina de color azul, 

además se observó el neurópilo de aspecto organizado rodeando neuronas de aspecto 

normal ya descritos (Fig. 6A).  

En los cortes semifinos, contrastados con Azul de toluidina se observaron 

fascículos con axones de distinto calibre de características normales, con aspecto 

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

Con inmunohistoquímica se identificaron las subpoblaciones de las células de la  

glía de color pardo, se observaron astrocitos como células estrelladas con 

proyecciones largas y delgadas (Fig. 8A); los oligodendrocitos con núcleos 

redondeados y algunas proyecciones (Fig. 9A), y las células de la microglia con 

núcleo triangular y algunas proyecciones (Fig. 10A), todas de aspecto normal. 
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3.1.1.2 Grupo de Paresia  

En este grupo, con Violeta de cresilo se identificaron neuronas de aspecto normal 

ya descritas, alternando con neuronas de aspecto hipercrómico y aparente 

disminución del tamaño (Fig. 5B).  

Con Klüver-Barrera se destacaron los fascículos de axones mielinizados con 

algunas vesículas claras en su interior y neurópilo de aspecto organizado. Se 

observaron también neuronas normales alternando con neuronas hipercrómicas 

disminuidas de tamaño coincidiendo con lo observado con Violeta de Cresilo (Fig. 

6B).  

En los cortes semifinos, se observaron  fascículos de aspecto normal con un 

aparente aumento en el calibre en los axones, en la vaina de mielina predomina un 

aspecto organizado sin embargo algunas vainas se observaron desorganizadas con un 

aspecto deshilachado (Fig. 7B).  

Con inmunohistoquímica se observó un aparente aumento en la población de 

astrocitos de morfología normal ya descrita (Fig. 8B), también se observó un aumento 

en los oligodendrocitos (Fig. 9B), y la microglia muestran una morfología normal con 

una aparente disminución en este tiempo experimental (Fig. 10B). 

 

3.1.1.3 Grupo de Parálisis 

Con Violeta de cresilo se observó daño neuronal iomportante con predominio de 

neuronas hipercrómicas, con núcleo picnótico y  disminución del tamaño, también se 

observaron neuronas de aspecto normal ya descritas en menor número (Fig. 5C).  

Con Klüver-Barrera se observaron los fascículos de axones con aparente aumento 

de vesículas de aspecto claro en la mielina de color azul, neurópilo de aspecto 

desorganizado, así como un aumento de neuronas dañadas de aspecto hipercrómico 

(Fig. 6C).  
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En los cortes semifinos se observaron algunos axones con aparente aumento del 

calibre y adelgazamiento de la vaina de mielina con aspecto desorganizado, se 

observaron también zonas de lisis axonal (Fig. 7C).  

Con inmunohistoquímica se observó mayor aumento en la población de astrocitos 

de morfología normal ya descrita (Fig. 8C), los oligodendrocitos (Fig. 9C), y la 

microglia muestran una morfología normal (Fig. 10C), sin aumento aparente. 

 

3.1.1.4 Grupo de Recuperación 

Con Violeta de cresilo se identificó persistencia del daño descrito previamente con 

predominio de neuronas hipercrómicas (Fig. 5D). 

Con Klüver-Barrera se observaron fascículos de axones con algunas vesículas 

claras en la mielina de color azul, neurópilo de aspecto desorganizado, así como el 

predominio de las neuronas dañadas de aspecto hipercrómico (Fig. 6D).  

En los cortes  semifinos se observó un aparente aumento en el calibre de los 

axones y una franca desorganización de las vainas de mielina (Fig. 7D).  

Con inmunohistoquímica se observó una persistencia del aumento en la población 

de astrocitos de morfología normal ya descrita (Fig. 8D), los oligodendrocitos (Fig. 

9D), y la microglia muestran una morfología normal (Fig. 10D), sin aumento 

aparente. 
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3.1.2 Análisis Morfométrico 

3.1.2.1 Conteo de neuronas con la histoquímica de Violeta de Cresilo 

En todos los grupos experimentales, se identificó una disminución progresiva de 

las neuronas de aspecto normal en relación al grupo control, así como un aumento 

progresivo de las neuronas dañadas de aspecto hipercrómico, predominando esta 

población en el grupo de recuperación. Las neuronas con cromatólisis fueron escasas.  

El porcentaje de neuronas normales en el grupo control fue de 98.58% ± 3.50, en 

el grupo de paresia 90.89% ± 5.25, en el grupo de parálisis 80.45% ± 3.02, y en el 

grupo de recuperación 19.39% ± 6.34.  

El porcentaje de neuronas hipercrómicas en el grupo control fue de 1.09 ± 0.08, en 

el grupo de paresia 6.68% ± 2.27, en el grupo de parálisis 19.02% ± 4.72, y en el 

grupo de recuperación 80.60% ± 7.30.  

El porcentaje de neuronas con cromatólisis en el grupo control fue de 0.32% ± 

0.04, en el grupo de paresia 2.41% ± 1.31, en el grupo de parálisis 0.52% ± 0.18, y en 

el grupo de recuperación 0% ±0.  

Todos los grupos intoxicados con el fruto de Kh mostraron una diferencia 

estadísticamente significativa con una p igual a 0.0001 respecto al grupo control. En 

neuronas normales el grupo control obtuvo una p igual a 0.02 respecto al grupo de 

paresia, respecto al grupo de parálisis una p <0.0001 y respecto al grupo de 

recuperación una p <0.0001. En neuronas hipercrómicas el grupo control obtuvo una 

p igual a 0.005 respecto al grupo de paresia, respecto al grupo de parálisis una p igual 

a 0.001 y respecto al grupo de recuperación la una p <0.0001. En neuronas con 

cromatólisis el grupo control obtuvo una p igual a 0.02 respecto al grupo de paresia, 

respecto al grupo de parálisis la p igual a 0.05 y respecto al grupo de recuperación la 

una p <0.0001 (Gráfica 1). 
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3.1.2.2 Conteo de axones en fascículos de cortes semifinos contrastados con Azul de 

Toluidina 

En los cortes semifinos  de ratas intoxicadas, se observó mayor número de axones 

delgados respecto a los axones gruesos. El porcentaje de axones delgados en el grupo 

control fue de 77.84% ± 6.42, en el grupo de paresia 67.40% ± 2.98, en el grupo de 

parálisis 69.90% ± 5.58 y en el grupo de recuperación 80.46% ± 4.11. El porcentaje 

de axones gruesos en el grupo control fue de 21.24 ± 6.56, en el grupo de paresia 

32.72% ± 2.92, en el grupo de parálisis 29.85% ± 5.28, y en el grupo de recuperación 

26.05% ± 4.11. Se observó una disminución en el porcentaje de axones delgados del 

grupo control respecto a los grupos de paresia y de parálisis, esta disminución fue 

estadísticamente significativa con una p igual a 0.006 y 0.04 respectivamente, no así 

en el grupo de recuperación con una p igual a 0.68. Además, se observó una 

tendencia al aumento en el número de axones gruesos en el grupo de paresia y 

parálisis respecto al grupo control, que disminuye gradualmente hacia el grupo de 

recuperación, esta tendencia no logra tener significancia estadística, con una p del 

grupo control igual a 0.10 respecto al grupo de paresia, igual a 0.19 respecto al grupo 

de parálisis, e igual a 0.25 respecto al grupo de recuperación (Gráficas 2 y 3).   

 

3.1.2.3 Conteo de las subpoblaciones de células de la glía con marcadores específicos 

por inmunohistoquímica 

Los valores promedio del conteo total de astrocitos en el grupo control fue de 14 ± 

4.24, en el grupo de paresia fue de 21 ± 0.70, en el grupo de parálisis fue de 48 ± 8.48 

y en el grupo de recuperación fue de 31 ± 7.07. Se observó un aumento progresivo en 

la población de astrocitos desde el grupo de paresia, siendo mayor en el grupo de 

parálisis y disminuyendo hacia el grupo de recuperación con diferencia 

estadísticamente significativa de grupo control con el resto a todos los grupos 

experimentales. Los valores de p igual a 0.02 para el grupo de paresia, �  0.0001 para  
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el de parálisis, y 0.002 para el grupo de recuperación. No se observó diferencia 

estadísticamente significativa entre el grupo de paresia respecto al grupo de parálisis 

con una p igual a 0.09. En la comparación del grupo de recuperación respecto a los 

grupos de paresia y parálisis tampoco mostraron diferencia estadísticamente 

significativa con valores de p igual a 0.18 y 0.16, respectivamente (Gráfica 4).  

 

Los valores promedio del conteo total de oligodendrocitos en el grupo control 

fueron de 51 ± 15.55, en el grupo de paresia de 84 ± 16.26, en el grupo de parálisis de 

68 ± 9.19 y en el grupo de recuperación de 54 ± 7.07. Se observó un aumento en el 

conteo total de oligodendrocitos del grupo de paresia respecto al grupo control, con 

una diferencia estadísticamente significativa para una p igual a 0.01. Esta diferencia 

mostró una tendencia a la disminución en los grupos de parálisis y recuperación que 

no es estadísticamente significativa con una p igual a 0.06 y 0.73, respectivamente 

(Gráfica 5).  

Los valores promedio del conteo total de microglia en el grupo control fueron de 

16 ± 3.53, en el grupo de paresia de 11 ± 2.82, en el grupo de parálisis de 18 ± 0, y en 

el grupo de recuperación de 13 ± 2.82. En el grupo de paresia se observó una 

disminución estadísticamente significativa del conteo total de microglia respecto al 

grupo control, con una p igual a 0.03. Los grupos de parálisis y recuperación no 

mostraron diferencia significativa con una p igual a 0.27 y 0.20, respectivamente 

(Gráfica 6). 
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FIGURA 4. Cortes de estriado de cerebro de rata teñidos con H&E. A: Grupo control, B: 
Grupo de paresia, C: Grupo de Parálisis y D: Grupo de Recuperación, en todos se identifica 
el área de interés. Barra = 50 micras. 
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FIGURA 5. Cortes de estriado de cerebro de rata con histoquímica de Violeta de Cresilo. A) 
Grupo control:  Se observan cuerpos neuronales de aspecto normal (flecha blanca). B) 
Grupo de paresia: Se observan algunas neuronas hipercrómicas y con disminución del 
tamaño (flecha negra), así como neuronas de aspecto normal (flecha blanca). C) Grupo de 
parálisis: Se observa un aumento de neuronas hipercrómicas y disminuidas de tamaño 
(flechas negras). D) Grupo de recuperación: Se observa que el daño en los cuerpos 
neuronales persiste (flechas negras). Barra =50 micras.  
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FIGURA 6. Cortes de estriado de cerebro de rata con histoquímica de Klüver-Barrera. A) 
Grupo control:  Se observan cuerpos neuronales de aspecto normal (flecha blanca) y 
fascículos de axones con aspecto homogéneo de la mielina de color azul. B) Grupo de 
paresia: Se observan algunas neuronas hipercrómicas y con disminución del tamaño (flecha 
negra), así como neuronas de aspecto normal (flecha blanca) y fascículos de axones con 
algunas vesículas claras (cabeza de flecha). C) Grupo de parálisis: Se observa un aumento 
de neuronas hipercrómicas y disminuidas de tamaño (flechas negras) y fascículos de axones 
con aumento de vesículas claras (cabeza de flecha).  D) Grupo de recuperación: Se observa 
que el daño en los cuerpos neuronales persiste (flechas negras) y fascículos de axones con 
vesículas claras (cabeza de flecha). Barra =50 micras.  

 

 

 

 

 



���
�

 

 

 

 

FIGURA 7. Cortes semifinos de estriado de cerebro de ratas contrastados con azul de 
toluidina. A) Grupo control:  Se observan fascículos de axones de aspecto normal. B) Grupo 
de paresia: Se observan fascículos de axones de aspecto normal, con un aparente aumento 
del calibre (flechas negras). C) Grupo de parálisis: Se observan algunos axones con 
aumento del calibre y desorganización de la vaina de mielina (flechas negras), así como 
zonas de lisis axonal (cabeza de flecha). D) Grupo de recuperación: Se observa franca 
desorganización de las vainas de mielina en los axones con aparente aumento del calibre 
(flechas negras). Barra =50 micras.  
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GRÁFICA 1. Conteo de la
grupo de paresia, en verde
puede observar una dismi
paresia y parálisis, siendo
gradual de neuronas hiperc
el grupo de recuperación.
grupos. Todos los grupos m
p <0.02. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

���

e las subpoblaciones de neuronas. En azul, el grupo co
rde el grupo de parálisis y en morado el grupo de re
minución gradual del número de neuronas normales 
do aún mayor en el grupo de recuperación. Se obser
ercrómicas en los grupos de paresia y parálisis, siendo
n. El número de neuronas con cromatólisis fue baj
s mostraron diferencia significativa respecto al grupo 

 

control, en rojo el 
 recuperación. Se 
s en el grupo de 
erva un aumento 
do aún mayor en 
ajo en todos los 
o control con una 



�
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FIGURA 8. Cortes de estriado de cerebro de rata con marcaje específico para la 
identificación de astrocitos con proteína fibrilar glial ácida. A) Grupo control:  Se observan 
astrocitos de aspecto normal, marcados con coloración parda caracterizados por proyecciones 
fibrilares largas (flecha negra). B) Grupo de paresia: Se observa un aparente aumento de los 
astrocitos (flechas negras). C) Grupo de parálisis: Se observa un mayor aumento de los 
astrocitos (flechas negras). D) Grupo de recuperación: Se observa persistencia del aumento 
de los astrocitos (flechas negras). Barra =20 micras. 
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FIGURA 9. Cortes de estriado de cerebro de rata con marcaje específico para la 
identificación de oligodendrocitos con S100. A) Grupo control:  Se observan 
oligodendrocitos de aspecto normal, marcados con coloración parda caracterizados por 
núcleos redondos y escasas proyecciones fibrilares (flecha negra). B) Grupo de paresia: Se 
observa un aparente aumento de los oligodendrocitos (flechas negras). C) Grupo de 
parálisis y D) Grupo de recuperación: Se observan oligodendrocitos sin un aparente 
aumento (flechas negras). Barra =20 micras. 
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FIGURA 10. Cortes de estriado de cerebro de rata con marcaje específico con IBA-1 para la 
identificación de células de la microglia. A) Grupo control:  Se observa escaso marcaje de 
células de la microglia caracterizadas por núcleo triangular y escasas proyecciones fibrilares 
(flecha negra). B) Grupo de paresia: Se observa una disminución en las células de la 
microglia (flecha negra). C) Grupo de parálisis y D) Grupo de recuperación: Se observan 
células de la microglia sin un aparente aumento respecto al grupo control (flecha negra). 
Barra =20 micras. 
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GRÁFICA 5 .Promedio de
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CAPITULO 4 
 
 
 

DISCUSIÓN 
 
 
 
 

Este estudio describe por primera vez alteraciones histopatológicas en el 

estriado causados por el fruto de Kh en un modelo experimental de la neuropatía 

periférica. Se demostró un incremento del número de neuronas hipercromáticas, 

vacuolas en fascículos de axones, aumento del calibre de los mismos, alternando con 

zonas de lisis axonal, así como desorganización del neurópilo. Las alteraciones se 

observaron a los 24 días posteriores a la intoxicación y se mantuvieron a los 170 días, 

estos signos correlacionan con lo reportado por Nuestro estudio también demuestra 

que la intoxicación con el fruto de Kh afecta a otras áreas del sistema nervioso central 

diferente al SNP en este modelo (Salazar et al., 2006). 

 

En las ratas intoxicadas con fruto de Kh, se analizaron las manifestaciones 

clínicas como: pérdida de peso, el pelo erizado, debilidad, dificultad respiratoria, 

entre otros. Estas manifestaciones estaban presentes a los 48 días en el grupo paresia, 

fueron más evidentes a los 58 días en el grupo de parálisis, y casi todas 

desaparecieron en el grupo de recuperación a los 170 días que sólo presentó 

piloerección. Estos resultados se correlacionan con reportes de intoxicación 

accidental en humanos y los reportes experimentales de animales intoxicados con  

fruto de Kh, que describen signos clínicos similares a los observados en nuestro 

estudio (Padrón-Puyou, 1951, Padrón y Velázquez, 1956, Bermúdez et al., 1986, 

Salazar et al., 2006, García-Juárez et al., 2012). Una de las características más  
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notables de esta intoxicación es la debilidad en las extremidades inferiores y 

superiores, y parálisis (Escobar y Nieto, 1965). Es importante mencionar que 

elestriado se asocia con el control de los movimientos (Mc George y Faull, 1989; 

Buffone y Dalto, 2013), por lo que las alteraciones histopatológicas observadas en 

este estudio en las neuronas de esta región, pueden estar relacionadas con la 

debilidad, alteración en la marcha y la parálisis.  

 

En este estudio también se observó que en los grupos intoxicados, las 

neuronas hipercromáticas aumentaron progresivamente en paresia, parálisis y se 

mantuvieron en los grupos de recuperación. La degeneración de neuronas se 

caracteriza a nivel microscópico de luz por contracción del cuerpo, pérdida de 

sustancia de Nissl, citoplasma intensamente teñido, el núcleo se observa pequeño y 

obscuro (picnótico) que puede eventualmente fragmentarse (Garman, 2011). 

Resultados similares de neuronas hipercrómicas y cromatólisis se han 

descritos en estudios experimentales de animales intoxicados con Kh en otras áreas 

del SNC incluyendo médula espinal (Padrón y Velázquez, 1956, Escobar y Nieto, 

1965; Charlton y Pierce, 1970; Becerra et al., 2009), corteza cerebral (Padrón y 

Velázquez, 1956., Ortiz et al., 1991; Becerra et al., 2009), cerebelo (Padrón y 

Velázquez, 1956; Escobar y Nieto, 1965; Charlton y Pierce,  1970, Previamente 

fueron reportadas, en este modelo de intoxicación, alteraciones en la corteza cerebral 

(Becerra et al., 2009), caracterizadas por un aumento de las neuronas hipercrómicas 

en el grupo de paresia, que disminuyó en el grupo de parálisis y de recuperación, 

mientras que en este estudio se observaron neuronas hipercrómicas en paresia, que 

aumentaron en el grupo de parálisis y permanecieron en el grupo de recuperación. 
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También Becerra et al., (2009) describieron neuronas con cromatólisis en el 

grupo de paresia, con aumento en el grupo de parálisis y un incremento en el grupo de 

recuperación. Esto sugiere que las alteraciones en neuronas del cuerpo estriado 

pueden ser secundarias a las alteraciones de la corteza cerebral, debido a que en este 

estudio, las neuronas con cromatólisis permanecieron sin cambio. Además, está 

descrito que la cromatólisis aparece como una reacción a una lesión axonal (Schwab 

y Bartholdi, 1996)  

 

El estriado es atravesado por múltiples haces de axones mielinizados, 

correspondientes a fascículos de axones aferentes y eferentes que provienen de otras 

áreas del sistema nervioso central como corteza cerebral (Haber y Johnson, 2004). 

Anteriormente se reportaron alteraciones en los axones en la corteza cerebral (Becerra 

et al., 2009), así que esto podría estar relacionado con los espacios en la mielina y el 

aumento del diámetro de los axones observados en el estriado. Alteraciones similares 

se han descrito por algunos compuestos tóxicos en el estriado (Flint-Beal et al., 1993, 

Spencer et al., 1993; Santoyo et al., 2007, Ríos et al., 2009, Zarazúa et al., 2010; 

Fuentes-Bello et al., 2013). 

 

Otra alteración histopatológica observada en el estriado fue gliosis 

caracterizada por una proliferación progresiva de astrocitos en los grupos intoxicados. 

En los animales intoxicados con Kh se han descrito gliosis en áreas de SNC con 

neuronas hipercrómicas (Escobar y Nieto, 1965; Ortíz et al., 1991; Becerra et al., 

2009). Esta proliferación de células gliales podría estar relacionada con la 

disminución de las  neuronas y/o la vacuolización en los fascículos de axones, ya que 

las toxinas de plantas podrían causar gliosis en SNC similares a las encontradas en  

este estudio (Pomilio et al., 1989, Flint- Beal et al., 1993; Carod-Artal, 2003, Soto-

Blanco y Lima-Górniak, 2010, Dikibo et al., 2012, Gotardo et al, 2012, Bhasker et 

al., 2014).  
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Las alteraciones histopatológicas encontradas en el estriado se correlacionan 

con las alteraciones ya descritas en otras áreas del SNC, utilizaron distintas dosis y 

especies de animales de experimentación intoxicados con fruto de Kh. Por lo que 

estos resultados serán útiles para dilucidar si esta intoxicación afecta también a otras 

áreas del SNC, que se relacionan con el estriado como sustancia negra, el tálamo y el 

tallo cerebral. También se requieren más estudios para dilucidar la secuencia de 

eventos en los áreas analizadas de SNC, y / o el mecanismo de daño involucrados. 

 

En la actualidad, estudios relacionados con las observaciones antes 

mencionadas se están llevando a cabo en nuestro laboratorio, para evaluar el efecto de 

las toxinas aisladas del fruto de  Kh como la T-514 en estudios in vitro e in vivo.  
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5. Conclusiones 
 
 

En este estudio, se demostró que la Kh induce alteraciones morfológicas en el 
estriado, correspondiente a hipercromía en las neuronas, desorganización de la vaina 
de mielina así como zonas de lisis axonal, sin datos de desmielinización.  

Además de activación y proliferación de células de la glía (gliosis), 
principalmente por astrocitos; así como también, en el tiempo de paresia existe una 
disminución en las células de la microglia y un aumento en los oligodendrocitos.  

Estas alteraciones persisten a pesar de la recuperación clínica de la rata. Este 
estudio describe por primera vez alteraciones histopatológicas en cuerpo estriado 
causados por la intoxicación crónica con Kh fruto en ratas Wistar. 
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6. Perspectivas 

 

Evaluar mediante pruebas funcionales las vías involucradas en el aprendizaje 
y la memoria. 

Evaluar la ultraestructura de neuronas y axones para caracterizar el daño 
reportado. 

Evaluar otras zonas del SNC que están relacionadas con el estriado con 
posible daño como globo pálido o sustancia negra. 

Evaluar a tiempos más tardíos si persisten las alteraciones morfológicas 
reportadas. 
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APENDICES 

    APENDICE A 

 

 

Preparación de Reactivos 

 

Fijador Karnovsky-Ito.  

Se disuelven 16 g de paraformaldehído en 400 ml de agua de-ionizada. 

Calentar cerca del punto de ebullición y agregar gotas de hidróxido de 

sodio 1N  para quitar la turbidez.  

Agregar 32 ml de glutaraldehído al 25%.  

Agregar 0.08 g de ácido pícrico. 

Agregar 400 ml de buffer de cacodilatos 0.1M (pH 7.2 - 7.4). 

Guardar en frasco ámbar. 

Buffer de Cacodilatos 0.1M (pH  7.2-7.4) 

Solución A. 

100 ml de agua destilada.      

Añadir 4.28 g de cacodilato de sodio. 

 

Solución B. 

25 ml de agua destilada.  
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Agregar 0.5 ml de ácido clorhídrico.    

Solución de trabajo. 

A 100 ml de solución A  

Se le añaden 5.4 ml de la solución B  

Se ajusta el pH entre 7.2 y 7.4  

Se afora a 200 ml con agua destilada.    

Tetraóxido de osmio 2% en buffer de cacodilatos. 

50 ml de buffer de cacodilatos 0.1M (pH 7.2 - 7.4).  

Añadir 1g de tetraóxido de osmio. 

   La capsula de tetraóxido de osmio se cubre con una gasa para 

asegurarnos de no tocarla con los dedos. Se lava con extrán y agua de la 

llave. Se enjuaga con agua destilada y luego con ultrapura. 

   Se lava un frasco ámbar con las mismas especificaciones que para la 

capsula de tetraóxido de osmio. Se introduce la capsula al frasco, se tapa 

y se agita hasta que se quiebre la capsula. Se agrega buffer de cacodilatos 

bajo  una campana de extracción y se deja reposar bien tapado toda la 

noche a temperatura ambiente para que se disuelva. 

Paraformaldehído 4% 

40 g de Paraformaldehído 

160 ml de PBS 1x     

   Calentar a 60° C hasta que el líquido pierda la turbidez si es necesario 

se agregan unas gotas de Hidróxido de Sodio 1N.  
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Nitrato de Uranilo. 

1 g nitrato de uranilo       

Aforar con 100 ml de agua destilada. 

Resinas Epóxicas 

Resina               23.8 ml  (29 g) 

DDSA                16 ml     (16 g) 

NMA               11.5 ml  (14.3 g) 

DMO30     1 ml      (1 g) 

   En el estudio se utilizó resina epóxica MEDIA 

Solución de Azul de Toluidina al 1% 

Borato de sodio (Borax)  5g 

Agua destilada   100ml 

Calentar hasta disolver 

Azul de toluidina    1g 

Se filtra. 

Solución de formalina  4 % 

    * Para preparar 500 ml 

Paraformaldehído    20 g 

Agua destilada   450 ml 

   * Calentar a 60 ºC por 30 minutos 
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PBS 10 X 

   * Para preparar 100 ml 

NaCl    8.0 g 

KCl     0.20 g 

Na2HPO4    1.44 g 

KH2PO4    0.24 g 

   Ajustar pH a 7.2 

   Almacenar a 4 ºC. 

 PBS 1X     

   * Para preparar 500 ml 

PBS 10X     50 ml 

Agua destilada   450 ml 

   Ajustar pH a 7.2 

   Almacenar a 4 ºC. 

 

Glutaraldehído 2.5 % 

Glutaraldehído 25 %    10 ml 

Buffer de cacodilatos 0.1 M   pH 7.2- 7.4  90 ml 
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Laminillas con Poly-L-lisina  

 45 ml de agua destilada  

 

5 ml de Poly-L-Lisina  

   En un Koplin de plástico (ya que el polímero se pega en superficie de 

vidrio) se  introducen las laminillas por un tiempo de 5 min asegurándose 

que se cubra la totalidad de la laminilla. 
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APENDICE B 

 

 

PROCESAMIENTO PARA INCLUSION DE BLOQUES EN 
PARAFINA: 

 

1. Paraformaldehído 4% por 48 horas 

2. Deshidratación : 

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. Inclusión 

 Parafina liquida 1° baño 60 min 

Parafina liquida 2° baño 60 min 

5. Microtomia  

6. Montaje inicial  
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Consideraciones especiales: 

   Parafina es fundida a una temperatura entre los 56 a 58°C  

   Después del segundo baño de parafina, para la elaboración de los 

bloques se toman  los casetes con los órganos, se colocan en el molde, se 

orienta la pieza para obtener cortes en sentido coronal y se vierte la 

parafina fundida. 

   Los cortes se realizan con el micrótomo del espesor deseado, se obtiene 

una tira de cortes y se usa el baño de flotación (unidad térmica con agua a 

40°C de temperatura) para extender los cortes a base de calor y evitar los 

pliegues, se agrega alcohol al 10% sobre el portaobjetos para obtener una 

extensión más rápida y adecuada. Finalmente ya extendidos los cortes se 

montan en el portaobjetos y se dejan secar durante toda la noche.  

   Preparación de reactivos Apéndice A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



���
�

 

 

 

APENDICE C 
 
 
 

TINCIÓN DE RUTINA CON HEMATOXILINA Y EOSINA 
 

Hematoxilina de Gill: 

  Agua destilada            730 ml 

Etilenglicol      250 ml  

Hematoxilina anhidra (polvo)   2.0 g 

Yodato de sodio      0.2 g  

Sulfato de aluminio     17.6 g  

Ácido acético glacial                 2.0 ml 

*Filtrar antes de usar por primera vez.  

 

Eosina (Solución stock concentrada):  

Eosina amarillenta      1.0 g  

Agua destilada      20 ml 

Etanol al 96%                  80 ml 

 

Solución de trabajo:   

Solución stock.      25 ml 

Etanol al 80%               74.5 ml 

Ácido acético glacial                 0.5 ml 

 

Alcohol ácido:  

Etanol al 70%.     99 ml 

Ácido clorhídrico concentrado   1.0 ml 
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Agua amoniacal:  

Hidróxido de amonio                99 ml 

 

Agua destilada     1.0 ml  

 

PROCEDIMIENTO:  

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

Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa a 60°C.  

Xilol por 5 minutos. 

Etanol-xilol por 2 minutos.  

Etanol absoluto por 2 minutos.  

Alcohol 96% por 2 minutos.  

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

2. Tinción con hematoxilina 

*Limpiar la superficie de la hematoxilina con un papel filtra antes de usar 

Hematoxilina por 2 minutos.  

Agua corriente 2 inmersiones lentas.  

Alcohol ácido 1 inmersión rápida.  

Agua corriente 2 inmersiones rápidas.  

Agua amoniacal 1 inmersión rápida.  

Agua corriente 2 inmersiones.  

*Eliminar el exceso de agua de las laminillas antes de sumergirlas en 

eosina.  

3. Tinción con eosina:  

Eosina (solución trabajo) por 1 minuto.  

Etanol 96% 1 inmersión rápida.  

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 teñidos con entellan.  
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APENDICE D 
 
 
 

HISTOQUIMICA VIOLETA DE CRESILO. 
 
 

Cortes de parafina de 10 micras.  

 

Reactivo de tinción: 

Violeta de cresilo    0.5 g 

Agua destilada    100 ml  

 

PROCEDIMIENTO:  

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

Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa a 60°C.  

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. Deshidratación  

Alcohol 96% 2 inmersiones. 

Alcohol Absoluto 2 inmersiones.  

Xilol 2 minutos (2 cambios). 

6. Montar los cortes teñidos con entellan.  
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APENDICE E 
 
 

HISTOQUIMICA KLÜVER-BARRERA 
 

Cortes de parafina de 10 micras 

 

Azul Luxol rápido (Solución A):  

Azul luxol      1.0 g  

Metanol absoluto     1000 ml 

Ácido acético al 10%    5 ml 

Mezcla y filtra.  

Reactivo diferenciador 1 (solución B): 

 Carbonato de litio     0.05 g 

Agua destilada     100 ml 

Reactivo diferenciador 2 (solución C):  

Alcohol absoluto al 95%.  

Reactivo de tinción (solución D): 

  Violeta de Cresilo      0.5 g 

Agua destilada      100 ml 

Reactivo diferenciador 3 (solución E):  

Alcohol      100 ml 

Ácido acético glacial    250 ml 

 

PROCEDIMIENTO:  

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

Colocar los cortes por 20 minutos en la estufa a 60°C.  

Xilol por 5 minutos. 

Etanol-xilol por 2 minutos.  

Etanol absoluto por 2 minutos.  
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Alcohol 96% por 2 minutos.  

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

2. Sumergir en solución A por 2 horas a 60°C, o 37°C toda la noche.  

3. Enjuagar en alcohol al 70%.  

4. Enjuagar en agua corriente.  

5. Diferenciar en solución B hasta distinguir la sustancia blanca y gris 

claramente y sumergir rápidamente en solución C.  

6. Enjuagar en agua corriente.  

7. Verificar la diferenciación al microscopio y repetir paso 5 si es 

necesario 

8. Sumergir en solución D de 10-20 minutos.  

9. Enjuagar en agua corriente.  

10. Sumergir en solución E de 4-8 segundos.  

11. Deshidratación:  

Etanol 96% 1 inmersión rápida.  

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 teñidos con entellan.  
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APENDICE F 

 
 

MÉTODO INMUNOHISTOQUÍMICO CON SISTEMA ENVISION 
 

1. Desparafinar a 60°C, cuidar no se aumente la temperatura demasiado 

para no tener problemas con la identificación de los antígenos e hidratar 

los cortes en 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. 

Solución Tris-buffer salino buffer salino+Tween 20 (TBST) por 3 

minutos. 

2. Recuperar los antígenos con solución TRS (Target Recovery 

Solution) se introducen las laminillas en koplin de plástico que se quedan 

abiertos en una olla de vapor (a baño María) 60 minutos a 100 °C. 

3.  Bloquear la peroxidasa endógena con H2O2 3 % 10 minutos.  

4.  Lavar en solución buffer TBST 3-5 minutos (2 veces). 

5.  Bloquear las proteínas endógenas con suero de caballo al 3% por 

30minutos. 

6.- Lavar en TBST 3-5 minutos (2 veces). 

7.- Añadir el anticuerpo primario 45 min o toda la noche a 4 °C.,  

* Para los controles negativos se omite el anticuerpo primario y se añade 

en su lugar TBST. 

8.- Lavar  en TBST 3-5 min (2 veces). 
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9.- Añadir el anticuerpo secundario (Sistema Envision, consiste en un 

polímero que lleva varias de anticuerpo secundario y moléculas de 

peroxidasa) por 30 minutos, se puede poner un trozo de microfilm para 

que la gota permanezca sobre la muestra,.  

10.- Lavar en TBST 3-5 minutos (2 veces). 

11.- Revelar con solución de sustrato-cromógeno con 19 gotas de H2O2 + 

1 gota de revelador DAB (3´3-diaminobencidina) al 5% por 7-10 

minutos.  

CONTRATINCIÓN: 

1. Lavar  en agua destilada por  2 minutos (3 veces). 

2. Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 1 a 2 minutos. 

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 identificación de las laminillas previo 

al procesamiento, tener una gasa para retirar el exceso de solución en la 

laminilla y utilizar en cada paso requerido una pipeta totalmente limpia a 

fin de evitar contaminación. 
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APENDICE G 

 

 

 

PROCESAMIENTO INCLUSION EN RESINAS EPÓXICA 

 

1. Fijar el tejido en una solución de Karnovsky-Ito a temperatura ambiente 

por 1 hora. 

2. Lavar en buffer de cacodilatos 0.1 M (pH 7.2 - 7.4) 3 veces con duración 

de 5 minutos cada uno.  

3. Post-fijar con tetraóxido de osmio al 2% por 30 minutos. 

4. Lavar en buffer de cacodilatos 0.1 M (pH 7.2 -7.4) 3 veces con duración 

de 5 minutos cada uno  

5. Contrastar con nitrato de uranilo al 1% por 30 minutos 

6. Lavar en buffer de cacodilatos 0.1 M (pH 7.2 - 7.4) 3 veces con duración 

de 5 minutos cada uno  

7. 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). 
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8. Impregnación del tejido en una mezcla de 1:1 de Acetona-Epón  durante 

toda la noche, para dejar evaporar bajo campana. 

9. Retirar los residuos de la mezcla 1:1 de Acetona-Epón  y aplicar Epón 

puro por 1 hora. 

10. Polimerización a 60� C durante 12 a 72 hrs. 

   La información sobre la preparación de los reactivos se detalla en el Apéndice 

A. 
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APENDICE H 

 

 

 

TINCION DE CORTES SEMIFINOS CON AZUL DE TOLUIDINA 

 

1.      Obtener cortes semifinos de 350 nm del tejido procesado con resinas 

epóxicas. 

2. Colocar los cortes sobre un portaobjetos. 

3. Mediante el uso de una placa de calor pegar los cortes al 

portaobjetos. 

4. Colocar una gota de azul de toluidina (5 g de borato de sodio, 100 

mL de agua desionizada y 1g de azul de toluidina) sobre los cortes por 10 

segundos. 

5. Lavar el portaobjetos con agua destilada hasta quitar el exceso de 

colorante. 

6. Pasar gentilmente una gasa limpia sobre los cortes para secar el 

exceso de agua. 

   La información sobre la preparación de los reactivos se detalla en el 

Apéndice A. 
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8.- Producción Científica 
 
 

XXV CONGRESO NACIONAL DE ANATOMÍA 
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XXII ENCUENTRO NACIONAL 

XIII IBEROAMERICANO DE INVESTIGACIÓN EN 
ODONTOLOGÍA 

 

XXXVII CONGRESO NACIONAL DE HISTOLOGÍA 
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ARTÍCULO DE REVISIÓN: 

Intoxicación por Karwinskia humboldtiana: 

LESIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRALY 
PERIFÉRICO. 

 

 

HISTOPATHOLOGICAL ALTERATIONS IN STRIATUM 
CAUSED BY Karwinskia Humboldtiana (Buckthorn) FRUIT IN AN 
EXPERIMENTAL MODEL OF PERIPHERAL NEUROPATHY  
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Histopathological alterations in the striatum caused by Karwinskia humboldtiana 
(Buckthorn) fruit in an experimental model of peripheral neuropathy. 

Díaz-Pérez RN1, Castillo-González JA1, Carcaño-Díaz K1, García-Juárez J1, Salazar-Leal 
ME 2, Muñoz-Maldonado GE3, Montes-de-Oca-Luna R1, Saucedo-Cárdenas O4, Soto 
Domínguez A5. 

 

Abstract 

The accidental ingestion of Karwinskia humboldtiana (Kh) fruit in humans and animals causes 
chronic or acute intoxication. Acute poisoning induces respiratory failure that progresses rapidly to 
death. Studies in animals intoxicated with Kh describe lesions in cerebral cortex, cerebellum, spinal 
cord, hippocampus and caudate nucleus. Kh intoxication in Wistar rats models the sub-lethal 
clinical phase observed in humans. Considering these reports, the present study analyzed the 
histopathological alterations within the striatum following experimental Kh intoxication. Twenty 
Wistar rats were divided into three groups (n =5) and were intoxicated with Kh fruit. A control 
group (n =5) was included. Animals were euthanized at several time points (48, 58 and 170 days 
post-intoxication). The brain was collected, divided and processed for conventional histology or 
electron microscopy. Sections were stained with hematoxylin and eosin, cresyl violet, Klüver-
Barrera, and toluidine blue. Immunolabeling was performed for glial cells in the striatum, and the 
samples were analyzed with light microscopy. Morphometric and statistical analyses were 
performed. In control group, neurons, axon bundles and neuropil had a normal appearance. At 48 
days, hyperchromic neurons with apparent decreased size were observed interspersed among the 
normal neurons. At 58 days, we observed an increased number of hyperchromic neurons and 
disorganization of the myelin sheath and neuropil. At 170 days, these alterations persisted in the 
paralysis group. In treated groups, we observed signs of gliosis and increased axonal diameters. 
This study is the first report that describes the histopathological alterations within the striatum 
caused by chronic intoxication with Kh fruit in the Wistar rat. 
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