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I.—- INTRODUCCION

£l género Farwinskia cuenta con varias especies de interes

farmacolégico, con particular importancia en la economia agropecuaria,

ya gue algunas especies, como la Karwinskia humboldtiana, son
ténicas y ocasionan constantes mermas en la ganaderia (Brefia, 1971). Se
tiene referencia histdrica de su toxicidad aun antes de ser clasificada
por F.X. Claviijero, 1789 (Padron, 1956), reportd que los Indigenas ya
conocian gue era nociva vy evitaban comerla ya que de hacerlo se tullian»
o podian hasta morir. En el reporte de la Flora Mexicano—-Texana, comenta
Havard en 18835 (Padrmn,.lqﬁh) que los frutos de la planta son venenosos,
Que el principio activo reside en 1aﬁ semillas, mientras que la pulpa es
inocua. Los sintomas que se presentan son de pardélisis espinal, que
afectan promordialmente la locomocidn...”
Por otra parte, Rose J. N. en 1899 (1951), dice "... Las hojas de ésta
planta, remojadas y compraimidas en agua, proporcionan una infusion fria
aue se usa en México para curar casos de fiebrel"”

Enla bibliografia reportada cpnsideran a ésta planta venénosa‘
tanto para el hombre como para diversos animales, adun cuando también se

le dan diferentes usos medicinales.
I.—- 1.—- Descripcidn y Distribuci 6n

El geénero Earwinskia fue incorporado por Zuccarini en 1832 (Bre-—
ffa, 19271) y &l propio investigador instituyd la especie dedicada al
Bardn de Humboldt, quien la recolecto un affo antes en las inmediaciones

e Actopan, Hidalgo. Brefla en 1971 reporta " ...se encuentra en areas

accesibles al ganado como planta se miarbustiva de un metro de altura



Yy & 1ugare§ boscosos alcanza unos 8 metros con tallos de 20 a 30 cm de
diametro . lLas hojas son simples, enteras, ovales o elipticas,
pecioladas, con Apice redondeadn vy limbo peninerve que presentan
pequefias manchas glandulares, oscuras y tranlidcidas en el envés,
siguiendo el trayecto de las nervaduras; miden de 6 a 6.5 cm de largo
por 4 a 4.3 de anchura; en la insercidn de los pecidlos hay pequefias
estipulas caducas. Las flores son blancas o blanquecino—verdosas, con
ellcéliz mejor desarrollado que la corola, formando un perigonio; los
pétalos pocio conspicuos vy atréficos, se hacen ligerahénfe corié:ioé al
iniciarse el desarronllo del fruto . En lds S sépalos v 5 pétalos del
perianto ée notan nuevamente 1§s paegquefias manchas glandulosas oscuras.
el ova?io es superon, biloculado vy contiene 2 dvulos, con frecuencia uno
de ellos es atréfiéo (w] anmrtivo.‘El'estilo es pequefio v el estigmai
Ibbuladnvb trilobulado. For lo comidn 1la floracidon coincide con los
meses de abril y mayo, pero puede haber algunas variantes regionales .en
las 2onas semidesérticas. E1 fruﬁq, cde color rojio oscuro, es unavdrupa
eaférica que mide 1.5 cm demdiémetrm, de eﬁdocéfpio delgado, mesééarpfﬁ»
.puipmso de. sabor dulce y endocarpio formando un "huecesillo" que
encierra dos semillas...” (fig. I).

Be encuentra en las zonas aridas, desde EBaja California hasta
Tamaulipas, en Veracruz y Michoacan: se le dan diferentes nombres 3
en Tamaulipas, coyotillo: en Coahwila, tullidora: en Nuevo Ledn, BGué—
rétaro vy Oaraca, capulincillo cimarrdn; en Nayarit, Jalisco, Colima,
Sinalea y Durango, capulinm, margarita, palo negrito. cacachila china,
cacachila silvestre. También se encgentra al Suroeste de Texas, Nuevo

México, USA. (Sperry, 1955).



(Rhamneceae) ,Brefia 1971.
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I.-2.~ Principiaos. Activos de las Toxinas

De las semillas de Farwinskia humboldtiana, se obtuvo un extrac—

to amorfo, gue contiene la toxkina. Con cloroformo se fracciond por
cromatografia en gel de sf{lice. Despué#s de varios pasops, se obtuVo poyr
recromatografias, de las fracciones iniciales, la composicidén elemental
de cuatro componentes importantes, que contienen el principio activd
de la todina (Dreyer. et. al., 1975).

Arai i. et.al (1978), continuan el estudio sobre el aislémiento:y

dilucidacién de diferentes compuestos polifendlicos de K. humboldtiana

Zucc. (Rhamnaceae) que también incluye 4 diperos de Cas gue habian
sido aislados desde la raiz por Dominguez y col. (1276). ¥ al igual gue
Weller et. al. (1980) reportan que la toxina es un dimero polifendlico

que se presenta como una mezcla de 2 isomeros conformacionales del tipo

"bBifenil, reportando la formacidn de 2 productos de oxidacion (ver fig.

II) v que es el principal componente del extracto newotdxico, que ésv
@l mismo reportado por Colin, (1981).

Drayeyr y col. - (12759) encontraron también 4 principales compuesfcs
en concentraciones similares y juntos son aproxihédaménte el 2% de lé'
samilla de la $fruta secada al aire. Los compdestas obtenidos del frﬁto
se denominaron con 2l nombre de T-544, T-516, T—-4%94 vy T-514 Estos dms
dltimos no aparecen en la raiz, en las hojas se presentan treé de,los
compuestos newrotdricos (Dominguez, 1976).

lL.a towina es estable en forma sdlida; pero en solucidn se descom—
pone facilmente, dando como resultado productos anhidro vy nxidadu. Bajo
condiciones basicas ocurreﬁ ambos efectos rapidamente y las toxinas son

particul armente inestables. En condiciones neutras ¢ ligeramente baAsicas



Me OH
T-516 T—-514
Figs II :
CUATRO DE LAS NEUROTOXINAS DE Korwinskio»hu}mb}oldtionc ENCONTRADAS ’
EN EL FRUTO. (Weller, R. O. et ol 1980)
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RATACION v OXlD_ACION DE L As NEUROXINAS DE Karwinskig humbo!tign
Wetler, R, 0. 190y,

- Flg. III. REACCIONES DE DESHID

SE ILUSTRA PARA T-544
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se lisvan &« calbo las cambios ilustrados en la fig.TIT (Weller, 1980).

Hay extractos de la F. humboldti ana que no presentan

netr oluxicidad. 7 se sudiere que 1a toxicidad ésta asociada, de alguna

denera, Con la configur acidn geométrica mas compleia del gran sistema

del bhrantraceno (Weller ot al, 1980) .,

1.- 3.— Experimentos con Partes de la Planta

La mayoria e los reportes clinicos, patoldgicos v experimentales
gue <o han reslizado, se concentran en el Sistema Nervioso Feriférico
CSNFP ) v Sislena Nervioso Central ( SN ) (Weller 1980).

Sin embarao se han reportado tambidédn necrosis del maisculo esque—
lético v cardidco que se describen en cabras gque habian ingerido semi-
llas trituwadas, inclﬁyendm =31 endbuérpio. Las cabras fueron =acri--
cadas cuando desarrollaron sigrnos neuwroldgicos de ataxia e incordinacidn,
histologicamente se encuentra necrosis en el higado. inflamacidn de las
MeEmMbhranas mUCosas délléstdmagnu ademés de la necrosis por un lado vy
dégenwracimn de fibras musculares esquelaticas v cardiacas. Weller en
19680 reporta dafios a los nervios Feriféricos en pacientes que habian
mertn. Se ha estimado que en México hay mas de una docena de casos de
intoricacidn al afio, principalmente en miffos, y centenares de cabezas de
nado (Dominguesz, 1974). Un caso dramatico de intosicacidn colectiva
en humanos es descrito por Castillo y Ndjera, 1918.

, En 19465 aparece una publicacidn del Dr. E. del Fozo, donde hace
aeclen a dif@r&ntez trabajos realizados y comenta: que ninguno de los
estudios anteriores ha logrado precisar el mecanismo de acéionas de 1la
toxina, y que ésto es debido a la falta de continuwidad de los trabajos,

a las diferentes metodologias empleadas, que la variabilidad de las




docie ingeridads vy formas de administrarlas asi como la forma de evaliuar
s dafos. Fadron vy VelAzqguer n 1906, seffialan como efecto primordial las
alteraciones medul ares, pero aparentemente no revisaron los nervios
periféricos. Fadrdn no ochservd fiebre, ni sintomas sensoriales en los
niffos que estudio: en cambio Castillo NAjera menciona fiebre, calambres,
cefalea v diarrea en muchos de sus casos. Y el Dr. Gallardo, encontrd
fiebhre, pero no dolores (Fadron., 1935&).

Padrorm v VYeléazquer ( 1956 ), reportan que una socla dosis es
suficiente para producir dafo y realizan una descripcidn comparatiwva
aentre la Foliomielitis yv la Pardlis Flacida préducida por la

intoxicacion con la F. humboldtiana, describiéndola como una nueva

entidad nosoldgica.

La severidad de la intoxicacidn es proporcional a la’cantidad
ingerida de la toxina, va que algunos organismos mueren sin siquiera
llegar a precsentar antes los signos de los dafMos neuroldgicos, mientras
gqua otiros sobreviven. No se pierden las sensaciones de dolor v tactm,
los reflejos tendinosos se ven reducidos. LLa reﬁuperacién ocurre de 3 a
1?2 meses, en el sentido inverso de como se fueron presentando los
sintomas. No se ha dilucidado un tratamiento para la intoxicacidn,
(Dreyer, 192705).

Frn 1960 A. 5. RBRerain, concluyd que 1a intoxicacidn reside en las
samillas de la planta, vy gque afecta el sistema nervioso de una manera
selectiva, sobre todo a los nervios motores, causando la muerte en las
cabras en edporimentacion, al sobrepasar una dosis del 0.2% de su peso.

FPor estudios experimentales se ha wvisto que son afectados por la

Eonina: serpientes, ranas, cerdos, cabras, borregos, reses, pollos,




conejillo de indias, caeballos, gatos, ratas, conejos, monos y el hombre,
sequn datos registrados R. 0. Weller, et. al. , 1980.

Cuandeo se intoxicabes a los amnimales con el fruto se pudo ver que
el 9GNP se encoﬁtraba caon  desmielinizacidn segmentaria, hinchamiento y
degenaracidn del axén, en el momento de presentar paralisis de los
miembros posteriores en ratas vy gatos (Izquierdo, 1965, vy Weller, 1980).
Los cambios se enconti- aron irregularmente distribuidos, pero afectan
tanto a3 la zona proximal como distal de los nervios; el dafio Ffue mas
severo en animales con mayor grado de pardlisis. La cromatolisis fue mas
marcada en las newronas de las astas anteriores de la cuerda espinal,
gue &n las celulas de la raiz dorsal (Weller, 1980).

Charlton v Pierce CL270) realizaron experimentos en funciédn del

Liempo, con la administracion oral en cabras con el endocarpio vy
evaluaron el dafMo con Microscopia de Luz j encontraron que a los 13
dias los animales estaban debilitados v preserntaban gran cantidad de

Ceélulas de Schwan hinchadas y rotas las léminas de mielina en las
lineas de interperimdo, LT formacion de wvacudlas de 'mielina, Y Qna
desmielinizacidn segmentaria. Fosteriormente la desmielinizacidén  fue
ampliandose v haciéndose mayor que la degeneracidn “onal. Se observd
qua las Ffibras motoras de mayor didmetro y longitud se velian mas
afectadas que las fitras de menor diametro y mas cortas (Hernandez—-Cruz,
1984). Se demDstrQ también que las porciones distales eran méas afectadas
nue las porciones proxkimales. La remielinizacidn v regeneracidén axonal
fue observada en 1 animal a los 3 meses de haber sido intoxicado.

Sobre el S.N. Central, los cambios fueron menos prominentes, que en
los nervios periféricos. La cromatolisis fue observada en las ceélulas de

lag astas anteriores en ratas, natos v cabras (Weiler‘ 1980) ;3 ’habia
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hinchamdn en los arones de 1a materia blanca del cerebelo en chivos gue
ya praesentaban signos clinicos rde dafio cerebelar ( Charlton vy Pierce,
1970y . ¢

i.-4.—- Experimentacidn con los Principios Activos

e siguiente ntapa de estudio de la toxina se llevd acabo con la
administraci dn de los principios activoes de la toxina:; se encontrd
gue urna dosis acumulativa de 260 mg produce cuadriplejia seguida por
Ta muerte de los asonos capuechinoms de 1.47 kg de peéeso ( Fim vy 'Camp,1972)

Dreyer ((1975) reporta que al aplicar la toxina a través de una in-—

’yeccimﬁ intraperitnneai en ratoheg, &rouna sola dosis. El primer sintuma
es la incapacidad de mantenerse en una postuwra horizontal sobre una ba—
rra de 4 mm. Torlos los ratones tuvieron extensidn de las patas posterio-—
res, de 12 a 18 horas antes de morir, presentaron una casi tbtal cé"
rencia de respuesta a la luz. Todos marjieron entre el 1 ° y el 7 °. dia
depués de }a inyeccldrn .

Weller, 1978 aplicd intraneuralmente fracciones de la toxina

diguslta en aveite de sdsamo, en ell nervio ciético dé ia Faté: Probd
que las fraccidn T--496 v T-544, producien paralisis en la extremidad
infeficr donde: se aplicaron entire los S y 7 diés, agudizandose al masri—
mp entre los 10 vy 20 dias. Los animales que sobrevivieron presentaron a
loe 25 dias sigrnos de recuperacidn.

La desmielinizscion de los nervios periféricos fue provocada en

Fradg

e Aadmi straci on oral de wna dosis dnica de =wtractos etéreos de
Ta torina, Tullidinol (J.E. Mubioz-Martine: et.al. 198%) . Se demostrod
=21 coete trabajo que los nervios cutdaneos no se afectany los axones

stfren desmnielinizacidn vy alteraciones estructurales, como aumento en

el numero de neurofilamentos. Estos daffos son mayores en la porcidén
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it stal que @it La prosimal v se sugliere que la toxina se absorbe
preferentemente por la zorma de las terminales nerviosas. Estus. datos
apoyan a los qgue se reportan con la  administracidn del endocarpio.
Adends concluye que las proteinas de la mielina se redujeron en un SO %
en low nervios motores v o omenos del 25 %4 en axones cutdédneos de gatos

tratados con tullidinol, [a]8l=} presentaron afecciones motoras severas

(K. Aoki y E. J. MufMoz-Martinez, 1981).

FPor otiro lado Heath v col. (1982) con estudios en microscopia
electronica, encuentra marcados cambios estructurales que son

consicstentes con la enfermedad, plantea que el daffo es sobre el axédn, se

da una amplacidn  del esbacio periajonal vy redistribucidn ’de los
éiementwa del citoesqueleto en el axop;aéma. La‘ redistfibuciénr‘deb
'cmnétituyente% aroplasmicos puede reflejar el deéaficit . axopiésmico
(Hernandez-Cruz, 1984). MuMoz-Martinez _et.al. (1983) propone que la

paradlisis producida por la toxina de la tullidora es el resultado tanto
del blogueo del impulso nervioso éamm e la désnervacian muscular. Se
npostulapor éstos autores que la toxina causaria unma neuropatia dist§1 (=}
ratradigtai, debido a alteraciones e la sintesis y/o en el transporte
axonal rapido de proteinas (Hernandez--Cruz, _et. al. , 1984).

S ha reportado que la toxina de la Tullidora desacopla .la
“espirecidn mitocondrial  in vitro (Wheeller and Camp, 1971)3 ademids
Edostrom and Hanson, 1973, sugieren que actua como los agentes desa—
coplantes del tipo del dinitrofenol aque bhloguean el transporte axonal.

En su trabaio Muwoz-Martinez (1984), opina que los efectos de'lé

Tullidora sobre el transporte axonal podrfan estar relacionados con  una

respiracidn mitocondrial desacoplada v una glicdlisis disminuida.




I.— 5.~ Estudios en Modelos in vitro.

=1 uso de embriones de pollo para la investigacidn se ha popul ari--
zado desde hace mucho tiempo:s Fisher los utilizé haciendo explantes
sobre coagulos, en la primera mitad de éste sigloi: Dulbecco al inves-
tigar sobre virus, utilizd células dispersas de embridn de pollo en
1952, La obtencidn y manejo de los embriones es muy conveniente por gue
no es necesario Eacri%icar a la madre y se puede disponer del ndmero de
embriones gue se necesite, ésto ha hecho que como modelo de trabajo en
investigacidn sea exitoso.

Como ya se menciond las aves de corral también se ven afectadas por
la toxina Tullidinol. Se hizo referencia anteriormente a 1os'trabajcgu
que se han realizado con animales in vivo, y dados los resultados
obtenidos se hizo obvia la necesidad de una metodologfia gue permitiera
estudiar en forma directa el efecto de la toxina en un medio'coﬁtroiado
y utilizando poblaciones celulares enriguecidas.

I.-89.-1. Cultivo de Tejidos.
a) Breve Reseﬁa Histbrica de Células Nerviosas

Basado en un trabajo de C. Waymouth (1977), qu contiene citas di-
ficiles de obtener. Asi en el afio de 1952 aparece " The Bibliography of
Tigsue Cultw e, 1884-1950 " por Mwray and Fopech, pero muestra poca
atencidn en los aspectos de nutricidn de las celulas nerviosas (
Waymouth, 19277 ) Se encuentran reportes del deéarrmllo de una fibra
rerviosa in vitr por Ross vy Harrison en 1906-1907. Estos autores

usaron céelulas embrionarias de pollo tomando como substratos fisico un

coagulo formado de plasma de pollo y extracto embrionario que al mismo

tienpo seria unna fuente de nutrientes y estimulador del crecimiento,
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por Carrel y Burrows.

La composicidén del FPlasma Sanguineo fue el punto de referencia para
1a formulacidn de la base de las soluciones y componentes del medio de
cultivo. Asi Ringer, Lockey vy Tyrode, diseffaron soluciones salinas
fisioldégicas, que funcionan para un intervalo corto de sobrevivencia y
funcionamiento de los drganos. En 1911 se wusaron medios mas complejos al
agregar plasma, suero vy extracto embrionario.

Hasta 1920 con los estudios realizados in vivo se inicig el
aislamienta & identificacidn de‘loé diversos compuestos que tienen
importancia en el metabdlismo celular, pudiendose incorporar éstos
hallazgos a los primeros medios de cultivo, gque se preparaban libres de
suero (Vogelaar vy Erlichman, 1933), se incluyd la Tiroxina, Insulina
y vitamina R.

Entre 1930 y 19240 se diseﬁardn para cultivo las Soluciones Salinéé
Balanceadas, por Earle en 1943 y Hanks y Wallace, en 1949. Muchos de los
medions definidos que se usan actualmente son mezclas de sales basadas en
éstas solucimnes‘salinas patron. En 1947 Standford y col. realizaron .
los primeros intentus exitosos al usar medios definidos para cultivo.
con éxito.

Los medios uwtilizados para el cultivo de ﬁeuronas y CONn pocas
etcepciones, se diseflaron paré otro uso. Chary»Waymouth (1277), incluye
en su trabajo una tabla con los mnedios definidos mas comunmente usados.

El interés en el estudio de los medios de cultivo especificbs se
arientd hacia {a bLUsqueda de medios mas definidos que posibilitaran el
crecimiento y diferenciacidn de diversos tipos celulares. La composicion
de los medions de cultivo definidos, es particular para cada especie bio—

logica, asl como para cadea tipo de célula, debiendo satisfacer las nece-—
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sidades celulares para alcanzar un correcto desarrollo y diferenciaéién,
(Waymouth, 1967). La informacidn acerca de los medios de cultivo se am—

plia en el siguiente inciso.

I.~ 9.— 1. b)) Tipos de Cultivo.
Se han desarrollado diferentes sistemas de cultiveos La clasifica-
citin mas general es (McMilians, 1979.):

a) Cultivos gue se desarrollan adheridos a un substrato.

b)Y Cultivos qgue se desarrollan en suspensidn.

Cualguiera que sea el método que se elija afectard significativa-
mente la morfologia v requerimientos nutricionéles en el desarrollo de
las células.

En el caso &) aoﬁ c&lulas que para sobrevivir, desarrollarse y
diferenciargse necesitan adherirse a un substrato. Los recipientes pue-—
den ser de vidrib, pléastico, ya sea en ;ajas de Fetri, y/o en botellas
giratorias Qua posEen una mayor areaz; en este sistema se proporciona ﬁn
bafin intermitente de medio}nutritivo (McHMilians, 19792).

En b) las células no se adhieren ai substrato, manteniendode en
continua agitacidn, 1o cque permite usar recipientes de diversos tama-
flos, hasta de escala industrial. Se tiene la ventaja de gue al ma—
nejarlas para resembrar no es necesario uwtilizar enzimas, que como sabe—
mos afectan a las membranas celulares.

Los cultivos pueden realizarse con diferentes niveles de organiza-—-

organizacidn (Reid L..D. 1979):

Cultivo de Organos i ( sobre todo de drganos embrionarios intactos),
con el objeto de mantener la arquitectura del tejido y tratar de obtener

un desarrrollo 1o mads similar posible a los experimentos in vivo, el
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manejo de este tipo de cultivo es complejo.

Cultivo de Tejidos 3 con objetivos similares al anterior, se obtienen

pequefios fragmentos, de un tamafio tal que permitan una apropiada difu-—
sitn de gases y nutrientes.

Cultivo de Células; Del tejido intacto se hace una suspensidn celular

a través de diferentes técnicas de disosiacidn:

1) Mecanica ;i por corte, agitacidn, pasaje continuo por pipetas de

diametro cada vez menor etc.

2) Quimica 3 &a.—~ por omisidn de cationes divalentes, o por l1a pre-—

sencia de agentes quelantes. |
b.— Enzimatica con el uso de enzimas, tales como la
tripsina, colagenasa, etc.

Casi todas las tétnicas para obtener una suspensidn celular, méz—  '
clan la técnica mecanica con por lo menos una o las dos técnicas qufmiep
cas. Esta técnica es para obtener cultivos primarios. Fero ya se dispo-
ne de ttineas Celulares en compafiias como American Type Culture Colle:;
tion, Institute for Medical Research. Son. células bien caracterizadas,
en géneral de origen tumoral por ejemplo: " Cl300 neuroblastoma", que

se origind de neuwronas de roedores.
I.— S5,—~ 2. Medios de Cultivo.

izl éxito en el cultivo de células depende de miltiples factntes que
afectan la forma, proliferacion y diferenciacidn celular, entre estos
pueden mencionarse; factores fisico-guimicos, y bidguimicos por ejem.
nutrientes, hormonas, las proteinas que se unen y modulan lé accion ‘de

nutrientes v las proteinas extracelulares que enlaran a las células al
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stbstrato donde se desarraollan (Hay, 1981., Barnes y Sato, 1980).
fotravégs de los diferentes medios de cultivo gque se han disefiado,

s trata de proporcionar a las células un ambiente similar a su medio
natuwral , para evitar en 1o posible cambios o traumatismos violentos.
Siendo ademds los requerimientos particulares para cada tipo de ceélula,
cuando no han sido bien caracterizados, se hace neéesario utilizar mez-
clas de proteinas de sueros para complementaf los medios, y obtener asi
resultados satisfactorios.

El tipico medio de culbtivo contiene: una mezcla definida de nutrien—
tes de bajo peso molecular, disuelta en una solucion amortiguadora
salina fisioldgica. Esta medio debe propqrcionar todos los nutrientes
esenciales, incluyendo todos lous materiales crudos necesarios para la
sintesis de nuevas células, substratos para el metabolismo energético,
vitaminas, tracas minerales, las cuales sirven principalméhte comé
catalizadores, la concentracitn adecuada de iones inorganicos, loé
cuales tienen una funcicdn tanto catalitrca como fIsiolbgica,‘ademés de
Ser PDIrecirsor es (JE“ diversaos CQﬂlpL(EStCJS.

'l térming nutriente s generalmente restringido a substancias que
entran en las células vy SN utilizadas: ya sea como substrato para
biosintesis o catalizadores que entran en los diferentes procesos del
metabolismo. L.a mayoria de los medios contienen ademdéas de éstbs nutrien—
tes diversos compuestos que no 1o son, como lo es el Rojo de Fenol que
es w indicador de pH y amotigquadores por ejem. el (N-2-Hydroxyethylpi-
peraring-MN -2-athaneslufornl e acid) HEPES.

El pH adecuado para orecimiento dptimo es estrecho (7.135 - 7.45),
para obtenerlo se Lrabaja con un cistema de bicarbonato—acido carbdnico

gue 2s equilibrado con los niveles de Cl=,estos son mantenidos con in—
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cubadoras especiales que inyectan CO.. La mayoria de los medios son
diseffados para usar COz al 5% , el cual es un valor cercano al de los

fluidos corporales. Es importante mantener una hiwedad cercana a la sa—

turacion, para evitar la evaporacidn, manteniendo la osmolaridad cons—

tante (Ham et. al. 1979).

.- 9.— 3. Suero Utilizado en el Cultivo.

El Suero Total que se agrega muy frecuentemente al Medio guimica—
mente definido, contiene la mayoria de nutrientes de bajo peso malacu—
lar, que necesita la célula para desarrollarse, reproducirse y mantener-—
s par mucho tiempo. El suero dializado puede reducir el efecto
inhibitorio de contaminantes, del tipo de nutrientes escenciales cuando
se encuentran en exceso, tambidén neutraliza el efecto de la tripsina vy
.algunas otras proteasas, que son utilizadas al aobtener las células.

En el Suero eiristen substancias que interactuan con 155 celulas Y
el substrato. Ademas de proveer de factores de crecimiento macroholécu—‘

lares, gue son esenciales para la multiplicacidn de muchos tipos de ceé

iulas (Ham vy col. 1979).

I.— 5.— 4. Substratos.
El explorar in _vitro las complicadas relaciones entrevél»subs—
trato—célula; fue posible hasta poco tiempo. Ahora sabemos ques
1) El suero que caomplementa el medio cultivo tiene factores (proteinas),
uve interactuan con la célula y el substrato, para facilitar la adhe—
sion celular. 2) Las celulas en cultivo sintetizamn y depositan sobre el

substrato componentes de la matriz extracelular. 3) La pérdida de algu-

interrelaciones entre células y substrato, son afectadas por la inter-
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acciodn de las células con entidades moléculares discretas presentes
en @l medio de cultivo (Barnes, 1984).
l.a adhesion a un substrato es un paso critico que permite la so-—
brevivencia in_vitro de algunas células. Para lo cual es importante
la carga eléctrica neta de la superficie en donde se va a cultivar, asi
como la humectancia para la adsorcidn de proteinas, gue promueve una re-—
Qrganizacibn geheral del citoesqueleto, produccidn de filopodios con
los que se adhiere la célula para producir el aplanamiento progresivo.
£l Substrato debe ser, idealmente, una superficie no téxica; bio—
logicamente inerte, transparente optitamente, perfectamente bomogeénea
y lisa. Debe permitir gque las ceélulas se adhieran y al mismo tiempo se
puedan mover, y asi poder migrar y/o replicarse durante su desarroilo.
Se han usado como substrato diferentes materiales: tales como el
vidrio, diversos plasticos, célofan, silicon,vfiltrus de ésteres de
celulosa policarbonados (Millipore), etc. En el caso del vidrio se uti-
liza &1 de boro—-silicato v los recipientes de plastico son de poliesti-
‘reno. El vidrio posee una superficie de carga negativa; en las cajas de
plastico comian hay un des plaramiento selectiveo de protones que geﬁera
tambidn una carga neta negaltiva en la superficie. El plastico especial
para cultivo de células en monocapa es manufacturado con wun tratamien—
to ﬁue vuelve hidrofilica la superficie, 1o cual permite aumentar la
adhesidn celular, éste plastico es llamado "Calidad Cultivo de Tejido” a
diferencia de las cajas de pléastico "Grado Bacterioldgico” por gue es—
tas no facilitan el cultivo de células.
Ademas si las cajas calidad cultivo de tejido, son tratadas con
wun policatidn (ejem. poli-l-lisina, poli-l-ornitina.) se produce mayor

adhesidn v al mismo tiempo se favorece diferencialmente el crecimiento
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de determinados tipos celulares (Ham, et.al., 1979).

Las neuronas simpAticas se adhieren a superficies tratadas con po-
liornitina en cultivos a corto plazo (menos de 14 dias) (Sensemmbrener
1278) encuentrabque el crecimiento de las neuronas embrionarias del SNC
@s mejor cuwando se utilica éste tratamiento. S1 las cajas calidad
cultivo de tejido son tratadas con una capa de Colageno, se {favorece el
desarvrollo de células no~neuronaies.

El col&geno es la proteina m&s abundante el estroma o membrana
bhasal por 1o gue es un obvio candidatu para actuar como substrato. Se
han cliasificado 4 & 5 tipos diferentes de colégenb (Barnes, 1984).
Virtualmente todas las preparaciones de colégeno usadas en cultivo de
cé}ulas, son de tipo intersticial, aisladas de piel, tendon o misculo.
El colagenu media la adhesidn del cultivo de dos formas: Mecanismo
directo, gue involucra una adhesidn no covalente de la membrana celular
a la matriz de coligeno extracelular. Mecanismo Indirecto: que implica
la adhesidn de las células a traves de la interacciodn con proteinas de
adhesion semejantes a la fibronectina, laminina y condronectina, que son
enlazadas en forma no—covalente a la matfiz de coldégeno, é&stos factorés

de adhesidn al colégeno presentan sitios especificos.

1.~ 6.— Genaralidades de la Funcidn Cerebral.

La interrelacidn entre el metabolismo energético y el flujo san-
aguineo fue postulada por primera ve: en 1914 por Joseph Barcroft, segudn
Lassen, 1981 basa en el hecho de que el flujo sanguineo a través de los
tejidos del cuerpo varia con la intensidad dél metabolisemo y &1 grado

actividad funcional de los mismos;: asi se seffald que sdlo puede mante—
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tenerse en un tejido un nivel funcional mas elevado a expensas de un
aumento en la intensidad de consumo de oxigeno. La mayor parte de ener-—
gia uwtilizable por el organismo proviene del desdoblamiento de la molée-—
cula de ATP, ADP+Pi. El ATF se reconstituye mediante una reaccidn qué.
reguiere Oxigeno vy Glucosa (Fosforilacidn Oxidatival). Se mantiene una
proporcidn constante entre £l numero de moléculas de ATFP regenerados
vy el nimero de Moléculaﬁ de Oxigeno utilizadas en el proceso: la
intensidad del funcionamiento de un tejido estd estrechamente asociada
a su consumo de oxigeno.

En el Cerebro, la interrelacidn entre la actividad ancional,b
metabolismo v flujo sanguineo, se sugirid por primera vez en 1890 por
Ray vy Sherrington (segun Lassen, 1981) guienes trabajando en el
laboratorio de Pato;ogia de Cambridge, observaron quevsegundos déspués
de un atague de Epilepsia se producia una turgencia del cerebros ellp 
gsugeria que se daba una elevacidn masiva en el suministro de sangre. In—-

veatigaciones posterigires han revelado gue el metabolismo cerebral au—
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menta también durante la activacidn normal de las reqgiones de lé corté—
za cerebral gue intervienen en el desarronllo de las funciones especifi-
cas. Esto nos habla de un cambio a nivel de las células nerviosas
Lassen, 19681)) y, consecuentemente, de la actividad metabdlica, que a'su
ver da lugar a un incremento del flujo sanguineo en 1la regidn éctivada.
Ente descubrimiento ha permitido la localizacidn de funciones cerebrales
por medio del estudio de las variaciones regionales del flujo

circul atorio. Puede obtenerse la misma informacidn estudiando 1la
distribucidn de los cambios metabdlicos midiendo el consumo de

oxigenn o de glucosa. (lLagsen, et. al. 1981).

Las Neuronas poseen la maquinaria bioquimica comiin a todas las cé—



lulas vivas, son capaces de producir energia quimicea mediante oxidacion
de nutrientes y pueden autorrepararse y mantenerse. Dado que las neuro-—
nas de cerebros adultos no son reemplarzadas deben durar toda la vida del
organismo, por lo gue han de existir mecanismos de renovacion de todos
sus componentes, la sintesis de éstos se realiza en el soma, de donde
deben transportarse a grandes distancias. Este mecanismo fue descubierto
hace mas de I0 afios por Faul A. Weiss y colaboradores, este transporte
e bidireccional, habiendo dos tipos de transporte, el Lento y el
Rapido.

En contraposicidn a los demas 6rganos que son capaces de utilizar
alternativamente diferentes cmmbustibles, como pueden ser azlicares,
grasas y aminodcidos, las neuronas solo pueden'serQirse de la glucosa
sarnguinea, el cerebro depende enteramente del metabolismo oxidativo.}Si
se interrumpe el suministro de sangre oxigenada al cerebro, ée'pierde el
el conocimiento en 10 seqg, produciéndose en unos pocos minﬁtos dna;ie;
sidn permanente en 21 cerebro.

lLas neuronas absorven glucosa a una velcidad gue se ajusta en cada
momento a sus necesidades metabdlicas. ‘

Otras caracteristicas de especializacién gque presentan las neuronas
se refieren a la transmisidn de impulsos nerviosos manutencidn de gra—
dientes idnicos, sintesis y liberacidn de neurotrasmisores, formacidn
de sindpsis que pueden ser inhibidoras y/o excitadoras, ya que son mas
de 0 compuestos diferentes a los gue se le conoce una funcisdn transmi-

sora, con efectos de alta especificidad.

I.— 6.— 2. Cuantificacién de la Actividad Metabelica



a) Autorradiografia

lLos avances en la comprengion.de la fisiologia y el mejoramiento
de las herramientas quimicas permitid el desarrollo de la Autorradio-—
grafia de Transporte. Fara realizar ésta técnica se inyecta un producto
guimico radiactivo en una estructura cerebral; las células lo toman
transportandolo & 1o largo de sus axones; Se coloca luego una emul sién
fotogréfica en contacto con el tejido y se examinan al microscdpio los

grénos de plata de la emulsidn, que revela el destino de el isdtopo en

la célula.
'b) Desoxiglucosa

Un avance importante es la técnica de Desoxiglucosa,in?entada por
Louwis Socokoloff, (1977). Se basa en que la glucosa es el combustible de
las neuwronas, y éstas consumen mas combustible cuando eétan més'actiyas
que cuando se hallan en reposo. Las células absoFben desoxigiucésa mar —

cada radiactivamente como si se tratara de Glucosa. La metabolizan has—

ta desoxiglucosa—-é—-fosfato, peroc a partir de este punto no puede segﬁir
siando metabolizada. Fuesto gue tampoco se le permite salir de la célu-
la, se acumula alli; la cantidad del isdtopo atrapado informa sobre el

sitio de acumulacidn y la intensidad de actividad que han mostrado las

ceélul as.

Cuando se inyecta en el torrente sanguineo, é@ste isotopo se acumula
dentro de las neuwonas vy la velocidad a la cual se produce dicha acumﬁ—
lacitdn es un indice de la actividad metabdlica de las células. Esta se
puede observar y medir realizando cortes finos de cerebro congelado y
coloc&andol os sobre wuna pelicula'sensible a las radiaciones. Al.revelar

la pelicula, las areas ricas en material radiactivo aparecen obscuras.
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Esto apoya y abre nuevos campos en la invesfigacién del funcinamiento
del cerebro va que permnite detectar cuales son las células del cerebro
que estan mas activas duwrante un determinado proceso experimental (Iver-—
sen, 1981) o en la patologia. Esta técnica es muy Gtil, por lo que se
usa muy profusamente ( Sokoloff,et. al, 1977; R. A. Hawkins y’A. L.«
Miller, 1978; M. Saji y kK. Obata, 1981; R. Sutherland, M. J. Martin,
J. K. Mc@Queen vy G. Fink, 19833 entre otros trabajos. v

Utros autores trabajaron con la desoxiglucosa como indicador
de la actividad de ciertas éreas cerebrales, tomando la zona afectada Y
cuantificando con un contador de liquido de centelleon, la desoxiglucosa
éaptada (D. H. R. Blachkwood, V. Kapoor y M. J. Martin, 19813 S. D.
Skaper y S. Varon, 1979 ).

En @l trabajo que presentamos a ¢Dntinuacién, se usd la cagtacién
de desoxiglucosa tritiada para evaluar el estado metabdlico de célu- .
las neuwrales en cultivo, tratadas con 1la tdxina de la "Tullidora".

El oresente estudio se realizd con poblaciones enriguecidas de :é—

lulas, neuwronales y gliales




I.—- 7.- OBJETIVOS:

- Desarrollar un modelo "in vitro" de cultivo de célulaﬁ“neurales

en el cual pudiera evaluarse el efecto de la toxina de‘lafKar—b

winskia humboldtiana

—~ Estudiar en este modelo el efecto del tullidinol sobre el creci*
miento de células neurales embrionarias del sistema nerviosn

central.

~ Conocer el efecto‘del tullidinol sobre el metabolismo celular,'av
través del estudio de la captacidn de Desoxiglucosa tritiada

(2-DG*) .

- Diferenciar el efecto del tullidinol sobre poblaciones celulares
anriquecidas en newonas, Yy aguellas donde predmminan?ias célu~—

las gliales.
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IT.-— MATERIAL Y METODO

Fara evaluar el efecto de la toxina "Tullidinol" sobre el desa-
rrollo de las células newales se implementd un modelo "in vitro" que
conaiﬁﬁia en una modificacidn de la técnica descrita por M. Sensenbre-—
nner, et.al.1971.Consiste en obtener Cultivos Frimarios de telencefa-
1o de embridn de pollo de 8 diae de icubacidn (linea Rodhe Island).

SCe estudiaron los siguientes grupos:

a) Foblacidn Mixta de Células Neuronales y Gliales.

by Poblacidn Enrigquecida de Células Neuronales.

) Poblacidn Enrigquecida de Células Gliales.

El efecto del Tullidinol se evalud de la siguiente maﬁera:-
i) Observacidn de la Morfologia en Microscopia de Luz.con la téc—
nica de Contraste de Fases ( 161 vy 401 ). A

ii) Cuantificacidn de la Desoxiglucosa tritiada captada por 135-
diferentes poblaciones celulares.

iii) Cuantificacidn de las Efoteinas Totales, bor el método de Lowry.

Las concentraciorigs de la toxina utilizédas fuéron:ii,»lo Y éQpﬂ/ml
S5 elabord una Curva Temporal de captacidn de la Desoxiglucosa. Con base
en esta se elegid 8 min como el tiempo adecuado de captacidn, utilizan-
dose éste para los experimentos subsiguientes.

En el caso de las poblaciones enriquecidas en neuonas y en la de
poblacidén mixta, se agrego la toxina a las 24 horas de cultivo, evaludn-—
dose el efecto de ésta un dia después, en el caso de las poblaciones
mixtas también se estudid el afecto de la toxina a las 48 horas de tra-

tamiento. En cuanto a las poblaciones enriquecidas en células gliales
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se aplicd el tullidinol a los 14 dias de cultivo, durante 24 horas

cuantificandose el efecto.
rr.—- 1.-— Cultivo de Células
Obtencidn de la Suspension Celular :

Se usaron telencéfalos de embridn de pollo Rodhe Island de 8 dias
de edad. Se obtuvieron los embfiones en condiciones de esterilidad
v se depositarcn en una solucidn sélina balanceada libre de Ca*t*y
Mg+ Se disecaron los telencéfalos lavandolos repetidamente con l1la
solucidn salina balanceada a la cual yva nos referimos anteriorﬁénte,-
la que afloja 1la unidn de las células permitiendo que el tejido se
disgrege facilmente Los telencéfalos se colocaron en ‘Mediotde Cultivo
Complatb, en proporcion der4 telencéfalos por 1 ml. Se disgregaron méca;
nicamente mediante repetidos pasajes a través de una pipeta Pasteu;.”
Una ve:r lograda wuna suspension de células, en forma de esferéSaisladés,
s tom%ron alicuptas que se sembraron en las cajas de_Petri.pré;iaméﬁﬁe
preparadas, como se indica mas adelante en el texto.

a) Cultivo de Poblacidn Mixta de Neuronas y Glia:

Se utilizaron cajas de Fetri de plastico calidad cultivo de‘tejidp
de Z8mm de didmetro. Las cajas se cubrieron con una solucioGn de cblagenn
que al secarse produce una pelicula transparente sobre el piso de la ;a—
Jja, se esterilizaron luego con luz Ultra Violeta durante SO.min,.Paste—
teriormente se lavaron % veces con agua bidestilada esteril con un iﬁ;
tervalo de 10 min entre cada paso. En el momento de sembrar se aérega*
ron 2 ml de medio de cultivo completo y 100 Fl de suspensidn celulak Be

aproximadamente 10¥ celdlas.
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b) Poblacidn Enriquecida en Células Neuronales:

Las cajas Fetri de plastico de Z5mmn de diametro, calidad cultiveo de

tejido se incubaron 24 horas con una salucidn de peoli-l-lisina en
amortiguador de boratos a una concentracion de img/l100ml. Fosteriormente
las cajas recibieron 2 lavados de 10 min cada uno con agua bidestilada

wstéril. Se agregaro Z ml de medio de cultivo completo y 100 ul de la

suspension celular aproximadamente 10* celulas. Cuando el cultivo

tenlia 48 horas de edad se agregd la toxina “"Tullidinol” a diferentes

concentracidnes, se realizaron 2 grupos control, uno con 21 solvente de

la toxina y otro gue no recibid nada. 24 horas despules se evalud el

efecto de la toxina, por medio de las técnicas mencionades.

c) Pablacidn Enriguecida en Células Gliales:

Las cajas se tratarorn de igual forma al de la poblacidn mixta. Pero

se cambid el medioc nutritivo cada 4 dias, hasta obtener

en este caso

cultivos de 14 dias de edad en los cuales se ha formado una monocapa de

células no mneuwranales, siendn la cantidad de neuwronas menor al 5S4 apro-—

swimadamente de la poblacidén total. A la edad de 15 dias se agregd la to-

“ina de la misma forma que se refirio mé&s arriba para las otras pobla-

ciones.
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2.— Técnica de Desoxiglucosa

a) Tecnica de Captacidn de Desoxiglucosa Tritiada (2-DG%*)

Se deseché‘el medio de cultivo.

Se lavaron las cajas 2 veces con 1 ml de solucion de Lavado*.

El tercer lavado se dejd reposar durante 8 min , para eliminar
en lo posible todo rastro de medio nutritivo.

Se agregd 1| ml de solucidn de Incubacidon#®, dejandose en contacto
con las células durante 8 + i Mmir.

Se lavaron las cajas 3 veces con sol. de Lavado, para eliminar
toda la sol. de Incubacidn no captada porvlas celulas.

Se aspird exhaustivamente todd resto de solucidn y se dejd secar
la caja.

A cada caja se agregd 1 ml de solucidn de NaOH al 0.5 N.

Se tomd una aliquota para cuantificar la (2-DG¥) captada por la
pablacidén cetfular, en un contador de centelleo.

Se tomd otra aliguota para cuantificar la concentracidn de é#o*
teinas totales por la técnica de Lowry (1552). l

Ver apéndice de soluciones.
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b) Cuantificacidn de la Desoxiglucosa Tritiada Captada por las Células

Calculo De MNanomolas De Desoxiglucosas

L M 2-DG% 1 = ( nM DG ) { dpm )

« Co)

En dondes

nanomolas de desoxiglucosa tritiada

it

L ntt Z2-DGx 1

captadas por las células.

( nM DG ) = nanomolas de desoxiglucosa fria presen—
tes en la solucidn de Incubacidn por mi-

lilitro.

4 dpm ) = desinteqgraciones por minuto de cada mues—
tra. Esta se obtiene como se indicas

{ dpm ) = cpm X E

En donde:
cpm = cuentas por minuto.
E = Eficiencia del contador d
de Centelleo utilizado.
K c o = Cuentas por minuto en 1 ml en el medio

de incubacion.
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II.- 3.— SOLUCIONES UTILIZADAS

- (1-Syl.
Solucidn desinfectante y detergente, por cada 100ml:
O-bencil p-clorofenol 4.293 4.393 gr.
Fara—ter—-butilfenol JT. 000 gr.

Tetraacetato de etilendiamina tetresdéddico Z.800 gr.

Dodecil bencensulfonato sodico 0. 300 gr.
Alcohol isopropilico 1.862 gr.
Vehiculo c.b.p. 100 ml.

Para la desinfeccidn de mobiliario, pisos y campana de flujo lami-—
nar en una proporcidon de 1:128 en agua. En la desinfeccidn de instru-

mental guirtrgico en 1:33 en agua estéril de preferencia.

B

~ Bolucion Salina Balanceada Libre de Ca** y Mg H

NalC1 2.0 gr

KC1 6.1 ar B
-NaHCDS ' T 0.087 gr

Glucosa 0.25 gr

Sol. Rojo de Fenal 0.005 ml

l.levar con agua bidestilada a 250 ml.

-~ Solucitn de Rojo Fenol
Rojo Fenol 0.4%
Solucidn de NaOH 1.0 N
Se disuelve el Rojo Fenol en 26 3.gotas de'NaDH y se lleva con

agua bidestilada a la cantidad deseada.
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(Minimun Essential Medium) Eagle, Bibco. No. catdalogo 410-15600

Eagle 2.675 gr
NaHCOx O.0875 gr
Glucosa 1.25 gr

l.levar con agua bidestilada a 250 ml.

- Medio Completo

Solucidn de Medio Nutritivo de Eagle 83%
Suero EBovino Fetal GIBCO 15%
Antibidtico~-Antimicdtico 1.0 ml/z100 ml

~Poli-DL- Ornitina
Solucion de Foly-DL-Ornithine hydrobromide. Sigma F-84238.

Foliornitina 1 mg / 100 ml de Amortiguador de EBoratos, pH de 8.4.

- Amortiguador de Boratos
Sol. A = 6.2 gr de Ac. Borico + V.46 gr Cloruro de Fotasio.
Se lleva a 1 1lt. con agua destilada.
Sol. B = Hidrduwido de Sodio O.1 N

Solucidn Final = 50 ml de Sol. A + 8.5 Sol. E. Llevar a 100ml con

agua destilada. pH ajustado & 8.4

~Bolucidon de Lavado

NaCl 120 m
Mgl 1 miv
KC1 1 mivl
CaCla L9 O N1

NaOHx - 40 mi+
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~5polucidn de Incubacidn
A la solucidn de Lavado se le agrega:s
NalH=/ Hepes 40 mM

Albmina bovina i %

—Solucidn de Desoxiglucosa Fria
Desoxiglucosa 1 mM

2-Deoxy—D-Glucosa Sigma No. BAE7H

~Splucisdn de desoxiglucosa Tritiada . ¢ F-DGE* )
Deoxy—-D-Glucose. New England NMuaclear NET- 328
Desoxiglucosa tritiada (2-DG%) 10 ul en Z0 ml de Sol. de desoxiglu-—

cosa Frix.

—Solucidn de Tullidinol
Tullidineml 1 mg /1 ml de etanol absoluto, se lleva a la concentra-
cion deseada (1, 10 vy 20 mM) con agua bidestilada esteril.

lLa toxina fue proporcionada por el Dr. Muficz-Martinez, su obten-—
cien en MuMoz-Martinez et. al. 1983. '

~-Solucidn de Liquido de Centelleo de Bray

FOFOF 200 gr
Maftalerno &0 gr
FPO 4 gr
Metanol 100 ml

Etilenglicol 20 ml

con Faradiodano 1-4 llevar a 1 1t.
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lLos resultados obtenidos se presentan en el siguiente ordens:

1.-—-

Obtencidn de Cultivos y Observacion Morfolbgica

a) Foblacidn Mixta de Neuwronas y GBlias
Control, Control—-Solvente y Tullidinol 1O PM con trata—
miento de 24 v 48 horas.

‘h) Foblacicn Enriquecida en Células Neuronales:

Control, Tullidinol 1, 10O vy 20 FM'

c) Foblacidn Enriquecida en Células Gliales:
Control, Tullidinol 1, 10 v 20 FM'

Aspectos Biogquimicos

Luantificacidn de Froteinas Totales.
Cuantificacidn de Desoriglucosa.

a) Pablacidn Mixta de Neuronas y 6Glia:s

1)

i)

iii)

Froteinas Totales: Control vy tullidinol-lO"rM de 24 y
48 horas de tratamiento Cmg Frot/ml .

Curva Temporal de Captacidn de Desoxiglucosa [nM/mil
(2-DG*) 1 24 v 48 horas de tratamiento: grupo Control
l1lidinol 10 FM.

Curva Temporal de Captacidn de Desoxiglucosa/ Pro-
tefinas Totales [niM/ml (2-DG%*)/ mg Prot.d

b) Foblacidn Enriquecida en Células Neuronales:

iy

iidi)

roteinas Totales [mg Frot/mll: Control, tullidinol
1, 10 y 20 )_LM.

Captacion de Desoxiglucosa [nM/ml (2-DG*)1 a Diferen—
tes Dosis de Tullidinol { 1, 10 y 20 PM]'

Captacidn de Desoxiglucosa/ Froteinas Totales [nM/ml
(2-DB%*) /mg Frotl a Diferentes Dosis de Tullidinol (i,




10y 20 FMJ“
€) Poblacidn Enriquecida en Celulas Gliales;
i) Protelinas Totales [mg Protl: Control, Tullidinol 1,
10 v 20 }.(M.

ii) Captadion de Desoriglucosa nM/ml (2-DE*) 1 a Diferen-—
tes Dosis de Tullidinol i, 10 y 20 fmn

iii) Captacion de Desoxiglucosa/Frotefnas Totales [nM/ml
(2-DG*) /mg Frotl



I11.-1.— Obtencidn de Cultivos y Observacidn Morfol 6gica:

FPara la obtencidn del los diferentes poblaciones celulares se im—
plementd la técnica descraita por Booher y Sensenbrenner (1971), las mo-
dificaciones realizadas son descritas en el capitulo de Método (Cultivo

de Células).

a) Poblacidn Mixta de Neuronas y Glia:

Grupo Controls; Al mosnento de sembrar las células de embridn de pollo
que fueron disociadas mecanicamente, se observd que tienen una forma
esférica vy sebencuentran va sea en forma aislada o formando peqguefios
"acumulos" (fig. 1). Estas células fueron sembradas sobre un substrato
de coldgeno y dieron origen a células con caracteristicas correspondien—
tes a céelulas gliales v neuwronales, que =e diferenciaron a lo largo del
cultivo, a las gque llamaremos solamente ceélulas neuwonales o gliales
sequn sea el caso.

Las ceélulasz gliales fueron las primeras en desarrollarse y se ex—
tendieron formando una capa en el fondo de la caja smbré la cua} sé de—
positaron los acumulog. A partir de ellos las céulas newonales emitie—
ron prolongaciones que comuanicaban un acumulo con otro (fig. 2a y JTad.

A los cuatro dias de cultivo, las célﬁlaa gliales continuaron cre-—
ciendo v se notd un aumento tanto del numero como del tamafio de las pro-—
longaciones que comunican los acumulos entre si.

Grupo Control-—-Solvente:

No se observaron diferencias entre éste grupo de‘estudio y“el grupo
anterior.

Grupo Tullidinol 10 FM: En éste grupo a las 24 horas de tratamien~

to (fig.2Zb y Fb) se puede apreciar una ligera disminucidn en el numero




Fit. 1 CELLE . AS DE TELENCENrALO DE EMBRIUN DE POLLO
AL MOMENTO DE SEMBRAR. Lontraste de fases 160A.
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de prolongaciones entre los acdmulos. Sin embargo, &« las 48 horas de
tratamiento el pH del medio de cultivo llega & ser menor de 53 el estado

morfoldgico de las células es malo v se desprenden del substrato (fig.
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b) Poblacidon Enriguecida en Células Neuronales:

Al igual gue la poblacidn anterior, en el momento de sembrar las
celulas eran esteras que en su mayoria estaban aisladas encontrandose
algunos acdmulos de T a I células. Las células se adhirieron al fondo de
la caja que fue previamente tratada con un policatidn, qQE favorece la
adhesitn al substrato v su posterior desarvrollo. A las 24 horas de edad
del cultiveo se observo un desarrollo mas lento comparadb con el cultivo
de poblacidn de células neuronales vy gliales. Las células neuronaleé
emitian incipientes y escasas prolongaciones, siendo evidente la
ausencia casi total de células gliales. A la edad de 48 horas del
cu}tivo, se observod un aumento considerable del numero de neuritas,

persistiendo el escaso desarrollo glial (fig. 4a y Sa).

Grupo Tuillidinol 1 M @ A este grupo se le agregd 1 uM de 1a

tonina no se enconlrd ninguna diferencia morfoldgica con respecto al
[ 4 9
‘grupo Control, al menos en microscopia de luz, a aumentos de 160 y 400

Grupo Tullidinol 10 PM : Con esta dosis fue evidente una

alteracidn del desarrollo neuronal evidenciado por la disminucion del
namero de prolongaciones celulares (fig. 4b y Sb). Grupo Tullidinol
20 FM 1 Se observd la desaparicidn casi total de las prolongaciones

neuronales, v la vacuolizacidn de los somas (fig. 4c y Sc).
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c) Poblacidn Enrigquecida en Células Gliales :

Para obtener ésta poblacidn, s prolongd durante 14 dias la edad
de los cultivos de células neuwronales y gliales. Encontréndose que a
los 6 dias de edad en el cultiveo se ha reducido el numero de acumﬁlos Yy
las células gliales contimian con un crecimiento acelerado, multipli-
andose y formando sobre el fondo de la cajia un tapete de células poligo-
nales. Se obervd una proprogresiva desaparicién de las células con
caracteristicas newonales.

A los 15 dias de edad del cultivo, las células gliales formaron una
monocapa totalmente en confluencia, y muy escasas células con
caracteristicas neuronales, ( SZ aproxrimadamente) descansan sobre ésta
monocapa. Grupos de oligodendrocitos caracterizados por su pequeflo .
tamafio vy forma tipica, se podian observar entre el resto de la glia en‘
la que predominaban los astroblastos y astrocitos.

Grupo Tullidinol 1 FM= No se observaron diferencias con ;1 grupo
control, al menos en microscopia de luzx (fig. éa)d. -

Grupo Tullidinnl 10 FM: En las células gliales se observd una
ligera vacunlirzacidn y las pocas cé&lulas con caracteristicas neuronales
presentes disminuyeron aun mas en numero (fig. &bl .

Grupo Tullidinol 20 rM: A ésta concentracion las celulas gliales
presentaron retraccidn y vacuolizacidn del citoplasma. Desaparecieron
por completo las prolongaciones de las escasas neuwronas, presentes en
este tipo de cultivo. 81 el tullidinol se dejaba en el medio durante 48

horas, se producia el desprendimiento de la monocapa celular (fig. 6c).
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IiIi.— 2.— Aspectos Biocguimicos :

TODOS LOS RESULTADUS SE EXFRESAM COMO EL VALDR PHUMEDID+ER§DR ESTANDAR
(X+E.5.) .
al)Poblacidn Mixta de Neuronas y Glia:s
i) Proteinas Totales:
Se puede observar que no hay diferencia entre los valores de pro-
teinas del grupo control (1.315+0.033F) y el tratado con tullidiﬁol ioyM
durante 24 horas de exposicién (1.399:0.039), en miligi"an;os/mbifl_i}litr‘ov

[mg/ml].

ii) Curva temporal de Captacién de Desoxiglucosa 24 horas (fig.7a):

e Observd en el grupo control que la captacién de [2-DG*] au-. .
menta en 2l tiempo. 6 los 2 min de captacidn no héy di€efencias entfe
el grupo confrol y el trétado con tuilidinol 10 fM, durante 24 hﬁ?agt
(siendo sus valores respectivosvde 1.0954+0.215 vy 1.46010.106i;
EnM EDG*VJ..A los 8 min de tiempo de exposicidn al isétnpo:én ambqs.éru—
pos, se obgerva una tendencra a ser mayor en el tratado, éiendo lqs-Jé—
lores obtenidos: 2.851+0.2386 vy 2.981+0.401 nM 2—Dé*]. Esta tehdencia
se& hizo significativa & los 1S min, va gue entonces el grupo ﬁratadn
captd mayor cantidad de desoxiglucosa que el control respectivo (5.262
20.378 vy 8.197x0.823 LnM 2DGx*1]. » |

- Curva Tehpmral de Captacidn de Desoriglucosa 48 horas} En los casos

en gue. el tullidinol IOVFM se incubd durante 48 horas, se obseryé una
marcada disminucion de la desoxiglucosa en el grupo Contfnl; que‘fue

evidente desde los 2 min {(siendo sus valores 1.9901+0.195 y 0.821+0.220)

A los B min se mantiene el mismo cumportamientb ( 4.531+0.184 vy
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1.784+0.244), en 1a incubacion de 1% min la diferencia se hace adn ma-—

vor (12.262+0, 557 Y Z2.998x1.141 [aM 2 DG* D (fig. 7n).

iii) Curva Temporal de Captacidn de Desomiglucmsa/FrDteinas Total es
Se observa aque a lous ¥ min de incubacion no fubo diferencias entre
el grupo Control Y Tratado (siendo SUS valores respectivos U.942+0. 144
Y 1.114+40.066 [nM 2DG*/mg Frot. J. Sin embargo, a medida gque se aumentd
el tiempo de incubaciaon » 5@ hizo evidente un incremento significativo
en la captacidn de las cdlulas tratadas Ccon la toxina (a los 8 ming
2.094:0.132 Y 2.639£0.161) y los valores a los 15 min fuerns 3.777%

0.299 vy S.626+0.524) (fig. 8).
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b) Poblacidn Enriquecida en Células Neuronales:

i) Proteinas Totales: Se encontrd que entre el grupo control y en
el tratado con tullidinol 1 HM Nno hay diferencias significativas, siendo
sus valores respectivos 1.2 3:0.039 y 1.152+0.085. (fig.?).

En cambio en el grupo tratado con 10 PM de la toxina se obsérva una
ligera disminucidn del contenido de proteinas, que se encuentra en el 1i-
mite de significancia estadistica con respecto al control (1.134:0.068)

A la dosis de 20 PM la diferencia con el grupo control alcanza vya

significado estadistico (0.906+0.085).

ii) Captacidn de Desoxiglucosa a diferentes dosis de tullidinol:

Cuando se realizd una curva dosis-respuesta al Tullidinol se
observd que la captacidn de Desoxiglucosa no diferia del controi a la
dosis de 1 pM (42.58 % 1.74 y 44.10 33.66 nt 2-DG*) (fig. 10a).

Sin embargo a la concentracidn de 10 FM hay una diferencia altamen-—
te significativa al aumentar la captacion a'110.55t5.17.

La concentracidn de Desoxiglucosa captada cae bfuscamente cuandd se

aplica tullidinol al 20 PM (55.53+3.76) aunque éste valor es todavia

ligefamente maynk al del grupo control.

iii) Captacidn de Desoxiglucosa/ Froteinas Totales a diferentes
dosis de Tullidinol: Cuando se corrige la cantidad de Desoxiglucosa
captada por las células por el contenido de Proteinas Totales se vuelve
a presentar el mismo fenomeno que en la grafica anterior, en donde no
hay diferencias entre el grupo control y 1 PM de toxina (F4.60 +1.31 vy
34.29%1.27 nM 2-DG*/mg Frot. ). A concentracidn de 10 PM de toxina se

.

eleva significativamente el cociente a un valor de 925.10£4.07 Con el Tu-—
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c) Poblacidn Enriquecida en Células Gliales:

i) Froteinas Totales: Observamos dque la concentracion de Proteinas
Totales (mg/ml) del grupo control y del tratado con la toxina a 1'FM
ng se diferencian signifticativamente (los valores correspondientes son
(1.47324+0.045 v 1.487+0.02% mg/ml). Con 10 FM de Tullidinol hay una
tendencia a la disminucion de las Froteinas Totales (1.366i0.036‘mg/m1)-
La diferencia se hace ﬁignificafiva estadisticamente con respe:tmyal
Cuntfol7 cuando se usa la concentracidn de 20 FM (1.265 % 0.020) (fig.

lia)d).

ii) Captacidn de Desoxiglucosa a diferentes dosis de Tullidinol:se
obsarvo un aumento gradual en la capltacidn de desoxiglucosa (fig. 11b)
en presencia de la toxina 1 PM' lLos valores obtenidos fuesrons Contrbl?

19.276+4.5352; tullidinol Uﬂﬂ: F6.A4T24T. 651 stullidinol 10PM=

74.357+3.297 Tullidinel 20 FM: 89.6L921:2.747 de niil de (2-DGE*) .

iii) Captacidn de Desoxiglucosas/Frotelnas Totales a diferentes
dosis de tullidinol:Al corregir la captacidn de Desoviglucosa por las
Proteinas Totales el comportamiento v efecto de la toxina se hizo adn
mds evidente. En el grupo Control el valor fue de 12.208x2.6%95. A
concentracidn de 1 FM de Tullidineol 28.53+2.34: con 10 FM de tullidinol
J4.9Z3+1.981. Alcanzandose el valor de 83.2057+14.380 nM Z2D6G*/mg

FProteinas totales cuando se agregd tullidinol 20 FM (fig. 12).
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E-— ' DISCUSION

El estudio de los efectos de la toxina de FKarwinskia humboldtiana

tullidora, gue estan biern definidos como wuna entidad nosoldgica, es
importante, yva que se reportan (Dominguez vy col. 19276) mdas de umna docéna
de casos de intoricaciones en humanos por affo. Froduce ademas dimportan-—
tes nermas en la industria agropecuaria (Breffa 1971 v Fadrén 1956) . La
intoricacidn por tullidora representa un problema de salud que necesita
resolverse, Amediante n enfDQQQ multiqisciplinario, como educacion
sani taria de 1a poblacidn, estudio del mecénismo de accidn de 13 toxina
y el posible abordaje terapéutico.

Se presenta en éste trabajo un modelo gque permite estudiar el efec—
sarrollo. Este modelo permite observar, los cambios morfnlégicos.yb'fun~
cionales que ocwren en diferentes poblaciones celulares en presencia de
la toxina.

Se implementd un modelo in vitro , de cultivo de  tejidos

eligiéndose =1 enbridn de pollo, ya ague las aves al igual que otros

grupons de wvertebrados se ven afectadas por la toxina Farwinskia
humboldtiana , 1 tullidinol. El embridn de pollo presenta varias ven-—
tajas para su wuso , ya que es de facil obtencidn , No es necesario

sacrificar a la madre, se puede disponer de ellos en numero suficiente,
en condicibnes controladas, v es sencilla  su manipulacidn en el
laboratorio.

Se usaron embriones de 8 diasm de edad, ya que de acuerdo con
Sensenbrenner , et. al . (1978), entre los cinco vy SiE£E dias de edad el

teléncefalo del embridn de pollo contiene casi exclusi vamente
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neuroblastos, ocuwrriendo la gliogenesis despueés de los ocho dias de
edad del embridn de pollo _in vivo . Los neuroblastos tienen ademas en
ésta etapa un grado de diferenciacidn adecuada.

La poliornitina que se usd como subtrato, favorece el desarrollo de
células neuronales, yva que produce un efecto inhibidor de la prolifera-—
citn de glioblastos, sin ser toxica para los newoblastos (Sensenbre-—
nner et.al , 1978).

Se ha comunicado que entre el primero y séptimo dia de edad del
cultivo el cuerpo celular de los neuroblastos aumenta de tamafio vy aumen—
ta también el numero de prolongaciones que emiten estas células. Las
‘neuritas se esparcen  progresivamente, ramificandose. A 1los T dias aé
edad del cultivo se encuentra la maxima concentracidn de DNA v RNA vy
las prdéteinas contindan en aumento (Sensenbrenner v col., 1979) . Este
fue el momento que se eligiéd para evaluar el dafo producido pd?’la
toxina en la poblacidn enriquecida de células neuronales.

El aspecto morfoldgico que muestran las celulas tratadas con
tullidinol en este trabajo indica que la eprsiciéh' prolongada ala
toxina altera tanto a las células neuronales como a las gliales (figs de
la 2 a la &) Existen reportes de ‘microacopia electrénica, en raiz de

ganglio dorsal in vitro (He2ath J. W. 1982) en donde se muestra que

la toxina afecta el arreglo de microtdbulos vy otros organelos, tales
como las mitocondrias, las gue se encuentran amontonadas. FPor otra parte
se ha publicado que la toxina produce desacople de la fosforilacidn
oxidativa (Ednostro _et.al 1973). Esta alteracion haria que la célula
no tenga un  suministro adecuwado de energlia lo que’ éoad?ubaria a
presentar el efecto de intoxicacidn por el tullidinol.

Se decidid en el presente trabajo utilizar ,Desngiglucosa_ tritiada
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(2-DGE#) como wuna herramienta adecuada para valorar el estado metabdlico
de lag células intoricadas.Dado gque las neuwonas solo pueden servirse de
la glucosa como fuente de energia, el wuso de la (2-DG#) como indicador
de la cantidad de energia utilizada, est& refiriendo de una manera glo-
bal el estado metabdlico de la célula. Las neuwronas CDI’IS"leE'n la
(2-DG*) como si se tratara de glucosa ;, ¥y la metabolizan hasta
desoxiglucosa—-bd-fosfato, paso en el cual se detiene el procesamiento
celular de éste compuesto. Como tampoco puede salir de la ceéelula, se
acumula en el interior celular. La cantidad de isotopo atrapado, da
cuenta de la intemnsidad de la actividad celular desarrollada.

La toxina en solucidn es inestable y lous reportes indican que en un
medio alcalino sufre diferentes cambios (fig. III ) (Weller, R. 0. _et.
al. , 1980), no habiendo referencias sobre io que ocurre sn un  medio
Acido o neutro, que es el caso en que nos encontramos. La toxinaﬁen
solucidn es de un color amarillo intenso, cuando se agrega al medio de
cultivo no cambhia el color de éste, ni su pH (el medio de cultive posee
rojo fenol, gque es un indicador del pH, gue  vira hacia el amarillo en
condiciones Acidas y hacia el violeta cuando basico).

Después de 24 horas de cultive, 21 medio de las células tratadas
con la Ttoxina, comienza & acidificarse (observacidn visual) y éste
fendtmeno estd relacionado con la concentracidn de 1la toxina aplicada.
Nosotros suponemos gque la acidificacion del medio que observamos en
las ceélulas intoxicadas con tullidinol, es causada por la acumulacion de
los dcidos orgénicos del ciclo de kErebs, gque no logran completgr el pro-
ceso normal para la cbtencidon de Venergia. For lo tanto las célul as
consumen una mayor cantidad de (2-DEx) , como se  puede observar en la

fig. 7 v 8 de la poblacion de células neuwronales v gliales. A las 48
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horas de tratamiento con la toxina, la acidez del medio aumenta todavia
mas. Suponemacs gue este cambio del pH por si sélo dafia a las células, al

grado gque se desorganiza el cultivo v las células se despresnden del
substrato.

For otra parte, Heath v cols. (1982). trabajando con cultivos de
ganglio de ralz dorsal de embridn de "Swise mouse" intoricados con la
toxina, encuentran gque se produce la desorganizacidn de microtdbulos y
alteracidn en 1 &as mitocondrias, referida anteriormente, lo cual

seffialaria disfunciones en el transporte y suministro de requerimientos

para los nervios en su zona distal. Ademds Edstrom  et.al. {1973y vy
Wheeler v col. (1971), estiman que la fosforilacidn widativa no se

realiza normalmente.

En las poblaciones enrigquedidas en ceélulas gliales y en la de
neuronas (fig.9 v 1la) la concentracidn de proteinas no difiére
"mignificativamente de)l grupo control a dosis de 1 uM de ‘tullidinﬁl, yS
asimismo no hay difererncia significativa estadisticamente a los 10 uM en
24 horas de aplicacidn, 1o cual dindica que la toxina no altera ééste
parametro en tratamientoa cortos v a dosis relativamente bajas. ,Cuéhdo
se aumenta la dosis, adn en tratamiento de 24 horas, se hace evidente
gque la toxina causa disminucidn marcada del contenido proteinas totales
del cultivos: este efeclto podria deberse pequefias pérdidas de material
ncasionadas por la lesion que la acidex del medio provoca a las celulas,
0 bien por las alteraciones metabdlicas, que inhibirian el crecimiento
celular.

En 24 horas de tratamiento con tullidinol (fig. 7a), se 'observa
qQue la desoxiglucosa captada por la poblacidn mixta de glia y neuronas

tratada con la toxina 10 uM, siempre es mayor que la del grupo control.




En cambio a las 48 horas de tratamiento (fig. 7)), en el grupo
tullidinol 10 oM se detecta uwna caida impurtanté en 1la captacidn
ez (2--DE*) , que é&s debida muy posiblemente & lo que ya sefMalabamos an-
tes, de que el efecto de la toxina sobre el metabolismo celular bloquea

la olicdlisis (Ednostron  _et.al. 197%. v Wheeler et.al. 1971),

limerandose al medio productos &cidos, que bajan el pH del mismo. Y es
telta acidez la que dafia a laslcélulag Yy promueve que se desprentan de la
cajia en el momento de procesarlas, por la mismas tecnicas que a los
atros  grupos.  For lo gue basandose en ésto, se elioid para  los
siguientes experimentos el tiémpo de incubacidn de las células con la
toxina de'24 horas. Etapa en 1a ﬁue 1a acidez no es tam marcada y cuando
no se detectan alteraciones morfoldégicas tan severas, ni pérdida de cé—
lulas en el procesamiento de las cajas para la cuantificacién de
(2-DiG*).

l.a poblacidn enriquecida de células ‘gliales, responde cbn‘ un
aumento de la captaciédn de la desoxiglucosa desde la concentracidn de
1w de toxina (fig, 1ib), a diferencia.de que la poblacidn enriquecida
de neuwronas (fig. 10a) a la misma concentracidn, no se ébsefva cambios,
sino hasta la cunqantracién de 10uM donde se presenta un brusco aumento
de la captacidn de (2-DE¥). Estos resultados indican  que  las neuronas
% éélulas gliales en desarrollo son sensibles a la toxina alterando su
metabolismo, posiblemente a través de dezsacoplamiento de 1la
fosforilacidn oxidativa.

En la poblacidn enriguecida de cédlulas gliales (fig. 1ib), 1la
captacidn (2-DG¥) en preaencia de dosie crecientes de tullidinol, se
incrementa gradualmente, siendo significativa la diferencia ya desde las

doasie mas bajas de la toxina (1 FM); el efecto se sigue observando hasta
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Trig 20 M. Los resul tados sugieren que éstas células presentan un umbral
e respuesta a la  todina més  bajo que la poblacidn enriguecida en
pueronas, pero gue a diferencia de éstas, la poblacidn glial soporta
concentraciones nayores de la toxina, ya gque adn a los 20 FM continua
aumentando la céptaaion de (2-DGE*) .

Los datos obtenidos en éste trabajo sugieren que los mecanismos de
toma de la glucosa pudieran ser distintos para las diferentes
poblaciones. En un trabajo de L. M. Roeder y cols., (19835) se estudia el
transporte de glucosa hacia el interior de células disociaﬁas de cerebro
de rata, neuwronales y no-newonales, v se obtiene una funcidn curvilinea
en el transporte neto de (1,2- = H)2-DG a diferentes concentraciones:
la curva de Lineweaver—ﬂurk reveia claramente una cineética bifdsica,
carauteris{ica de dps diferentes poblac&ones. Ademas  Lange y cols.
1982) tirabajando con lineas celulares cancerosas, encontrd una marcada
diferencia en la tasa de»influjd de glucosa entre células del neuroblas-—
toma vy del aglioma. Apoyémdonbs en éstas dos evidencias podemos suponer
que las poblaciones gliales- vy neuronaleé del telencéfalo de embridn de.
pollo presentan diferentes caracteristicas  cindticas, en cuanto & 1a
céptacidn de desoxiglucosa, lo cual pudria explicar las diferencias
encontradas pmr‘nmaotros en la captacidn de (2-DG*) en cultivos enrigue-—
cidos en células neuronales y gliales en presencia de twllidinol.

S1 ademds temnemos en cuenta que los neuwoblastos se encuentran en
mayor cantidad a los siete dias de edad del embrion (Sensenbrenner ,
1978, v que sdlo & partir del octavo dia empiezan a encontrarse
qiiobla%tos} de modo gue la difefenmiacién de las neuronas empieza antes
del de las células gliales, pbdrlamos‘ pensar que la poblacidn

snriquecida en células newonales a los tres dias de edad del cultivo
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tiene un grado mayor de diferenciacidn que la poblacidn glial. Este
heche podris incidir en la interpretacidn de un comportamiento diferente
ern ambas poblaciones frente a la toxina. Fero dado que las condiciones
evperimentales no  son las mismas para ambas poblaciones (ejiem. se
utiliza diferente substrato v edad del cultiva) no ser{ia adecuadp una
comparacidon estricta. Es necesario realizar otro tipo de disefio expe-
rimental para arribar a conclusiones mas firmes al respecto.

Se cuantificd la concentracidn de proteinas totales por el método
de Lowry (192391). Acoki y col. (1981), encuentran diferencias entre loég
grupos tratados con la toxina y control, nuestro método no detecta éstas
variaciones finas, por lo qgque se observa gue las prcteinas totales
es un parametro que a corto plazo (en las primeras 24 horas) no se
ve afectado por el tullidinol; por otra parte la demanda de energia de
las células estd relacionada con 1a cantidad de tejido préseﬁte.. Por
la tanto la normalizacion de los resultados de captacidn de (2-DG*): te—
niendo en cuenta las proteinas en las diferentes poblaciones, es adecua—
da. For ejemplo en el caso de la poblacion enriquecida en células
neuwronales (Fig.10b) vemos que si se normaliza por lé concentracidn de
proteinas respectivas, el efecto de 1é toxina sobre la captacidn de
(2-DG*) se hace adn mas evidente . Este mismo comportamiento se observa
en Al caso de la poblacidn mixta de glia v neuwronas (fig. 8) y en la
poblacidn enriguecida de células gliales (fig. 12b).

Los datos obtenidos en éste trabaio permiten afirmar que en el SNC
en desarrollo, la btoxina de la tullidora afecta morfdlogica y 4uncio;
nalmente a jaﬁ celulas del tipo glial v & las del tipo neuronal, desde

las primeras 24 horas de tratamiento, produci éndose una profunda
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desorganizacidn celular en tratamientos mas prolongados.

Fensamos que es importante continuar los estudios sobre la toxina
de la tullidora yva gue 3 una substancia interesante desde el punto
de vista bioguimico, capaz de alterar el metabolismo celular, y gque bo—
dria utilizarse como wuna herramienta  para investigar la bioenergetica
celular en el SNC en desarrollo. For otra parte, seria inieresante
continuar la investigacidan del efecto de la toxina en el modelo que
presentamos, estudiando por ejemplm la produccidn de &cidos orgé&nicos,
1a sintesis de proteinas, la ultraestructura, etc.

Por altimo los hallazgos del presente ftrabajo de tesis, ﬁueden
aportar elementos para la comprension dely mecanismo por el cual la
tovina de la Tullidora produce alteraciones del SNC que confarmaﬁ}el
cuadro clinico de una entermnedad que contimnia siendo un problemé de

salud puablica.




V.~ Conclusiones

~ El models “in vitro" gue se implemento/es adecuado para eétudiar
el efecto directo de la toxina sobre el sistema nervioso. Ademds per -
mite obtener por separado poblaciones enriquecidas de neuwronas o de
células gliales, haciendo pos;ble el estudieo del efecto del tullidinol
sobté poblaciones especi-“cas'.

= lLa toxina afecta a las células newales tanto en condiciones de
de cultivo mixto de neuwronas vy glia, como en los cultivos enriquecidos

en Neuronas o en células Gliales.

- A las 24 horas de tratamiento con tullidinol 10 uM, se afecta el
metabolismo celular, produc1éhdase un aumento en la captacidon de deso—
riglucosa en las tres tipos de poblaciones estudiadas, atn antes de

de gue sea evidente el dafio morfoldgico.

= La captacidn de Desoriglucosa aunenta de acuerdo con la concen—

tracidn de la toxina.

~ La concentracidn de protelinas totales en los grupos tratados
con tullidinel 1 v 10 uM no varia en forma importante las primeras 24

horas de tratamiento.

= Con 48 horas de tratamiento con Lullidinol las células se dafran
severamente, observdndose daMo morfoldgico, caida del contenido de pro—
teinas y de la captacidn de desoxiglucosa, sumada a una marcada acidifi-

ficacidn del medio de cultivo de las células.
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