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I.- INTRODUCCION 

El género Karwinskia cuenta con varias especies de interes 

farmacológico, con particular importancia en la economía agropecuaria, 

ya quE1 algLtnas E'species, como .la l<arwin=!.~':2..a. humboldtia_r:ia., son 

tóxicas y ocasionan constantes mermas en la ganadería CBreNa, 1971). Se 

tiene referencia histórica de su toxicidad aún antes de ser clasificada 

par F.X. Clavijero, 1789 <Padrón, 1956), reportó que los indígenas ya 

conocían que era nociva y Rvitaban comerla ya que de hacerlo se tullían 

o podian hasta morir. En el reporte de la Flora Mexicano-Texana, comenta 

Havard en 1885 <Padrón, 1956) que los frutos de la planta son venenosos, 

que el pri.ncipio a.c:tivo re!:;ide c~n las semilla·s, mientras que la pLtlpa es 

inocua. Los síntomas que se presentan son de parálisis espinal, que 

afectan promordi<"l mente Ia locomoción •.. 11 

Por otra parte, Rose J. N .. en 1899 (1951>, ·dice 11 
••• Las hojas de ésta 

planta, remojadas y comprimidas en agua, proporcionan una infusión fría 

r¡ue se usa en Mé:·:ico pare:>. c:Ltrar casos de fiebre. 11 

En la bibliografía reportada consideran a ésta planta venenosa 

tanto para el hombre come para diversoa animales, aún cuando también se 

lm dan diferentes uso• medicinales. 

I.- 1.- Descripción y Distribucibn 

El génet"o ~;;_~c_wi nski_§~ f Lte incorporado por Zuccar i ni en 1832 < Bre-

n a, 1971> y el propio investigador instituyó la especie dedicada al 

Barón de Humboldt, quien la recolecto un aNo antes en las inmediaciones 

de Actcpan, Hidalgo. Bre~a en 1971 reporta 11 
••• se encuentra en áreas 

accesibles al ganado como planta se miarbustiva de un metro de altura 
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y en lugares boscosos alcanza unos 8 metros con tallos de 20 a 30 cm de 

diámetro • Las hojas son simples, enteras, ovales o elípticas, 

pecioladas, con ápice redondeado y limbo peninerve que presentan 

pequeNas manchas glandulares, oscuras y tranlúcidas en el envés, 

siguiendo el trayecto de las nervaduras; miden de 6 a 6.5 cm de largo 

por 4 a 4.5 de anchura; en la inserción de los peciólos hay peque"as 

estípul~s caducas. Las flores son blancas o blanquecino-verdosas, con 

el cáliz mejor desarrollado que la corola, formando un perigonio; los 

pétalos pecio conspicuos y atróficos, se h~cen ligeramente coriácios al 

iniciarse el desarrollo del fruto • En los 5 sépalos y 5 pétalos del 

perianto se notan nuevamente las pequeNas manchas glandulosas oscuras~ 

el ovario es &~pero, biloculado y contiene 2 óvulos, con frecuencia uno 

de ellos es atrófico o abortivo. El estilo es p~queno y el estigma 

lobulado o trilobulado. Por lo camón la floración coincide con los 

mes~s de abril y mayo, pero puede haber algunas variantes regionales en 

las ·zonas semidesért.icas. El -fruto, de color rojo oscuro, es Llna drl'.tpa 

esférica qua mide 1.5 cm de diámetro, de endocarpio delgado, mesocarp~o. 

pulpc1so de._..sabcr- dulce y endocarpio formando un "huecesillo" que 

encierra dos semillas ... " <.fig. !). 

Se encuentra en las zonas áridas, desde Baja California hasta 

Tam<;\t...tl i pas ~ en Veracruz y Michoacan; se le dan diferentes nombres 

en Tamaulipas, coyotillo; en Coahuila, tullidora; en Nuevo León, Qué­

rétaro y Oaxaca, ca~ulincillo cimarrón; en Nayarit, Jalisco, Colima, 

Sinaloa y Durango, capulin, margariba, palo negrito, cacachila china, 

cac:achila si.lve~;;t:re. Tambtén se enc:L1ent.ra al Suroeste de Texas, Nuevo 

Mé:-:ico, USA. <Spr?rry, 1955). 
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Fig. I. Ka:ruinsk.ia. humboldtiana. Zucc. (Rha.mnaceae) ,Breña 1971. 
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I.-2.- Principios. Activos de las Toxinas 

De las semi 11 as de ~:::.~t.:_~.~-!2_§~~-j:....S...._b.~:~~~-!.c::Jti an~, se obtuvo lln e~tr-ac:­

to amorfo, que contiene la toxina. Con cloroformo se fraccionó pbr 

cromatografia en gel de eílice. Después de varios pasos, se obtuvo por 

recromatografías, de las fracciones iniciales, la composición elemental 

de cuatro componentes importantes, que contienen el principio activo 

de 1 a t0>: i na < Dreyer. et .. _~.!...:...• 1975>. 

Arai I. §!_~(1978), cont:inuan el estudio sobre el aislamiento y 

dilucidación de di.ferente~; compuestos poli-fenólicos de I<. humbpldtiana 

Zucc. CRhamnaceae> que también incluye 4 dimeros de C1e que hab~an 

sido aislados desde la raíz por Dciminguez y col. ( 1976>. Y al igual que 

Weller ~.!_._¿!._::_ (1980) repartan que la tmdna es un dime.ro poli-fenólico 

que se presenta como una mezcla de 2 isómeros conformacionales del t~po 

bifeni J, repol"·tando la frn .. ·ma1::ión de 2 productos de oxidación (ver fig. 

IIl y que es el principal componente del extracto neurotóxico, que es 

el mismo reportado por Colín, (1981). 

Dreyer y col. (1975).encontraron también 4 principales c:otT1puestos 

en concentraciones similares y juntos son aproximadamente el 2% de la 

semilla de la fruta secada al aire. Los compuestos obtenidos del fr~to 

se denominaron con el nombre de T-544, T-516, T-496 '/ T-514 Estos dos 

úl t i:mos no aparecen en 1 a raíz .1 en las hojas se presentan tres de los 

compuestos neurotóxicos CDomínguez, 1976). 

l..a t.owina es est;able en forma s;ólidai; pero en solución se descom­

pone facilmente, dando como resultado productos anhidro y oxidado. Bajo 

c:'andi e: iones básicas oc:L1rren ambos efectos rápidamente y las toxinas son 

particularmente inestables. En condiciones neutras 6 ligeramente básicas 
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e;.:' l ·1 •"van d c::;;,1L1ci l nc:o; e ,e1mlJ i os i 1 u.str·adc>s en la f i q. TI I < 1.,¡el l er, 1980). 

1-l••V F~::tr·''" t·r:·•,; de· l¿• 1::. '"!._u.!!!!~s>l.i::!_t:.~E•_f:!_~ r¡uP. no pn-:>sentan 

r1>·11rnlu~:icidA1.I. '( !'H2 !1;i.1n 1 ere que J...,, tn:dcid;=,cf Éi•sta asc;cj.acia, de i:llgun<'< 

.n.-•.rn?1-a, con la cunfigu.1·,•\c:1ón geométr··ic,;:, m<".1s c.:ompleja del gran sistr->ma 

dPl 1.J1,;,rd:.r-acf:enn (l•J1;?.llr,I'· (»t ... _¿;L__, 1.980\. 

I.- 3.- Experimentos con Partes de la Planta 

La mayor Ja rle los reportes clinicos. patológicos y exoerimentales 

que c;.r~ han 1-e.•·;l:izado, se conc.entra.n en el Sis-\.:ema Nervioso Periférico 

SNP ) y SistPma Nervioso Central ~ SN~ (Weller 1980). 

Sin embar~o se han reportado también necrosis rlel músculo esque­

lético· y cardiáco que se describen en cabras que habían ingerido semi-

118<-.; t1-itu1--,;irJ¡"!,;, incluyrnr.lci e.l end.ocr.1rpio. Las cabras fuet· on :o;acri--

cr.1dr.is c1.1,3ndo des¿1n·-ollc;irnn sighcis neurológico,;:; de atét:{ia e incordinación, 

histológicamente se encu~ntra necrosis en el hígado, in~lamación de las 

m~mbr0nas mucosa~ del éstómago, además de la necrosis por un lado y 

dt;,<,¡10-.ff1f.'r·¡;u:ión de fibr·c;s; rm.1sculares esqueléticar¿; v cardiácas. Weller en 

1980 ~eporta da~os a los nervios Periféricos en pacientes que habían 

íiii.iertrJ. Se hc:1 estimado que en Mé}:i ca hay más de una docena de casos di:? 

intoxicación al aNo, principalmente en niNos, y centenares de cabezas de 

nado (Domínguez, 1976>. Un caso dramático de intoxicación colectiva 

en humanos es descrito por Castillo y Nájera, 1918. 

En 1965 aparece una publicación del Dr. E. del Pozo, donde hace 

·!le1·1ción a diferl°?ntc-?:o, trabajos r-ealiza.dos y c.:omenta= que ninguno de los 

estudio!'.; ;ant.E1rí.or-r.~t'5 ha logr·ado precisar el mecanismo de ar.:r.:tones de la 

tox i. n;.o1, y quF..1 r!>sl:.o es r.:leb ido a 1 ;,1 ~al ta de ccmti nui dad dt-? 1 os trabajos, 

a las diferentes metodologías empleadas. que la variabilidad de lms 
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rf¡,rj•;, ingeri.d;.,¡r_jr,o; y form,:i.s dr'" i:.,dministrarlas asi comn le1 forma de evril1.•."<r­

lr0;=. d<af'los. Padrón y Vi=>lézquez en :l.956J sef'la.lan como efecto primordial lr.~s 

i·< l i.c~r·3C i. ones medulares., per·o aparentemente no reví. saron 1 ns nervios 

per-i.fér-·:rco!E;. F'aclrón no rd·l!:;ro:.>r .. vó fiebrrc, ni s:i'.ntom21s senso1~i.a.les en los 

nif'ros q• .. 1E• est.1.1dió; en •:::'~fT1b.io Castillo N;tdera mE-mciona fiebr-e, calambn?.!5, 

cpf.-d.ea y diarr-·ea r-n mucho•" de =us c."1.sc1s. Y el Dr. G<3llardo, encontró 

fit~br-•2, pero no dolores \P,01drón, 1.956). 

Padrón y Velázquez 1956 >, rGportan que una sola dosis es 

•;,uficiPnte par·,;;¡ producir dal'lo y r-·e;;dtzan una descripción comparAtiva 

entre 1~ Poliomielitis y la Parélis Flácida producida por la 

i r·1trn: .le: ac i l'ln con 1 a !::...-:.....!!.!:-.!I.'lbo'-1 .. 9.'t..LB..'.! .. ~ .. , de5.c1- i b i éndol a e orno una nLieva 

entidad nosológica. 

La severidad de la into}dcación es pr .. opor .. r.::ional a la cantidad 

ingerida de la toxina, ya que algunos organismos mueren sin siquiera 

llegar a presontar antes los signos de los daNos neurológicos, mientras 

qL;<' c;t;·-os subri=viven. No se pierden la~, sensaciones de dolor y tacto, 

los reflejos tendinosos se ven reducidos. La recuperación ocurre de 3 a 

1? 111P.f:.es, er; ~?l sentido inverso c1e 1:::omo se -fueron prest:>ntando los 

sintnmas. No se ha dilucidado un tratamiento para la intoxicación, 

< Dr· P.yer- , 1. 975 > • 

Fn 1960 A. S. Berain, concluyó que la intoxicación reside en las 

semillhs de la planta, y que a-fect~ el sistema nervioso de una manera 

se f eclj va, sob1· .. n todo a 1 os nervios motores, ca•_isando 1 a muerte en 1 as 

c.;1b1 .. ~·S en !.?l-:p1:;i--·:i ment:a<:i ón, al sobrepasar L1na dosis del O. 2'l. de su peso. 

Por estudies experimentales se ha visto que son 

to::inc«: serpit?ntes, ranas, cerdos, cabras, borr-egos, 

a-fectados 

reses, 

por la 

pollos, 
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cc,111"~.iillo d<:;~ lncl:ld'.?,, c:a.br.o1llos, g21.to~;, r-atas, conc,jos, monos y el homb1~e, 

Cuando se intoxicaba a los animales con el f rL1to se pudo ver que 

el SNP se encontraba con cje~;mi el in i z c;r: i ón hinchamiento y 

degr.~ner ;;;e: i ón del a>i(~Jn.. e::·n el momento de presentar parálisis de los 

miembros posteriores en ratas y gatos <Izquierdo, 1965, y Weller, 1980). 

i r-r-egul armen te distribL1idos, 

tanto a la zona proximal como distal de los nervios; el 

pero 

dal'lo 

afectan 

fue rnás 

severo en anim~les con mctvor- grado de parálisis. La cromatolisis fue más 

marcada en las neuronas de las astas cuerda espinal, 

quE~ er1 las célula!;:; rte ].,;;. 1~a:rz dar-sal <Weller, 1980). 

Charlton y Pierce ( 1 '-770) realizaron e:-:perimentr..1s en f une i ón del 

con la or-al en cabras cori el endocarpio y 

evaluaron el daNo con Microscopia de Luz encontraron que a los 13 

dias los animales estaban debilitadas y presentaban gran cantidad de 

Células de Schwan hinchadas y rotas las 1 ;(,1mi nas de mielina en las 

l!neas de interperiódo, cun vacuólas de mielina, y una 

des;mielinizac:ión segmentar-ia. Posteriormente la desmielinización fue 

ampliándose y haciéndose mayor que la degener-ación a:·:onal. Se observó 

fibr·as mCJtor-as di:~ mayor diámetro y longitud se vei an más 

afectadas que las fibras de menar diámetro y más cortas <Hernández-Cruz, 

1984). Se demostró también que las porciones distales eran más afectadas 

que las porciones proximales. La remielinización y regeneración axonal 

fue obs~rvada ~n 1 animal a los 3 meses de haber sida intoxicado. 

Sobre el S.N. Central, los cambios fueron menos prominentes. que en 

los n~rvios periféricos. La cromatolisis fue observada en las células de 

las astas anteriores en gatos y cabras <Weller 198(1); había 
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chivos que 

Charlton y Pi er•; e, 

J. 970) • 

1.-4.-- Experimentación con los Principios Activos 

l.~ siguiente ntapa dP estudio de la toxina se llevó acabo con la 

administración d~ 1 os rw .i. nci pi os activos de la to:{ina; se encontrr!> 

qL1e un a dos.i s; ,,,c·umu 1 ,O\ t j. va de> 260 mg prodLlCE cuadri pl ej i a segLti da por 

la muerte de los n1onos capur.::hinos de 1.43 f:::g de peso Carnp,1972) 

Dreyer <1975> reporta que al aplicar la toxina a través de una in-

yección intraperitnneal en ratones, en una sola dosis. El primer síntoma 

es la incapacid~d de mantenerse en una postura horizontal sobre una ba-

r-r ¿, ch;, 4 mm. Ti::;rlns~ los ratonc.?s tu vi er-on e;d.:ensi ón de 1 as patas posteri o-

res, de 12 a 18 hnras antns de mor-ir-, pr·esenta.ron 1.1na casi total ca--

rencia de respuesta a La luz. Todos murieron entre el 1 ° y el 7 ° día 

depués de la inyer::cit-~n 

1978 ~plicó intraneur-almente ~racciones de la toxina 

disuelta en aceite de sésamo, en el ner·vi o ciátic:o de la rata. Probó 

T-·544' prodLIC i. Pn parálisis en la extremidad 

inferior doncib se a~liceron 8ntr8 los 5 y 7 días, agudizandose al máH i--

mo entre los 10 y 20 dias. Los animales que sobrevivieron 

los 2;:; días s;it]i·ic:i<e; che• rf.~·c:upt?r·ación .. 

presentaron a 

La desmieliniz0ci0n de los nervios periféricos fue provocada en 

e:·: tractos etéreos de 

la r.u;:in;o,, Tullitlinc;l (,J.E. Muf'toz--M;;.1rt:lnez .. _.§'.!.=_al •. 198::'.> • Se demostró 

10!5 nervios cL1táneos no se afectan; los a:{ones 

sufrr.0n r.1'.~smiL~li.ni::ación y alter-aciones estructurales, como aumento en 

el nl.'.tmer·c1 ele neur-ofi lamentos. Estos daf'1os son mayores en la por-ción 

',- ''., 
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di%tal que en l.-,~ pro:~ i m.::.l y sre que 1 <=1 t.n;-: i nci se absorbe 

prefP.rentementE~ p1.:>r la zon." de li:IS terminales nerviosas. Estos datos 

rt;;!peor tan c:on J. a administración del endoc:arpi o. 

Además concluye que lss protein~~ de la mielina se redujeron en uh 50 l. 

en los nervios motores y menos del 25 l. en gatos 

tr,;,d:.cAdCJS con tul l:i.dinol, que presentaron afecciones motora$ severas 

O<. Aoki y E. J. Mu~oz-MartJnmz, 19811. 

Por 1-lf:~ath y c!::Jl. (1982) con estudios en microscopía 

elec:trónici3, encuentra marcados cambios estruct1..1ral es que son 

consistentes con la enfermedad, plantea que el da~o es sobre el axón, se 

da una ampl.:.1ción del espacio peria:-:onal y redistribución de los 

el emenl:.os dt?l citoesqueletc en el axoplasma. La redistrib1..1ción de 

,a;-: cipl ásmi cos p1..1ede reflejar el déficit a}:oplásmico 

CHernández-Cruz. 1984). MuNoz-Martínez et.al. ( 1983) propone 

parálisis producida por la toxina de la tullidora es el resultado tanto 

como c:e la desnervación muscular. Se 

postulapor ésto<?, r.;,utorfc;s qtm Ja to:·tina ca1..1sar:la 1..ma neuropatia distal o 

retrodistal, debido a alteraciones en la síntesis y/o en el transporte 

a:~C"Jnal rápido d€'J prate:rnas <Hern;ández-·-Cruz, ~!-::__.~.!....::.. , 19841 

1' e.portado qur..; l ."'I to~:inc., de la T1..1l l i dora desacopla .. la 

respiración rni~ocondrial i.n vitr-o <Wheel 1 E·1~ and Camp, 1971); además 

Er.Jostr-am and Hé:u·isnn, 1973 ., r.o;1.1gi eren que actt'.1a corno los agentes des a-

~oplantes del tipo del dinitrofenol que bloquean el transporte axonal. 

MuNaz-Martinez (1984), opina que los efectos de.la 

Tullidora subre el transporte axonal podrían estar relacionados con una 

respiración mitocondrial desacoplada y una glicólisis disminuida. 
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l.- 5.- Estudios en Modelos in vitre. 

El uso de embrionos de pollo par¿ la investigación se ha popul~r1-

zado desde hace mucho tiempo; Fisher los utilizó haciendo explantes 

sobr·e coágL1los, EH'l la pr·imera mitad de éste siqlo; Dulbecco .o\l ir1ves·-­

tigar sobre vir·u~s, utili::ó células disper-sas de embrión de pr_¡llo en 

1.952. La obtención y maneJO de lc>s embr-iones es mL1y convenientt·~ pur· que 

no es neces,'.o\l'"ic> sac1··i·ficar a 12' madr·e y se puedt? disponer- del númer·o de 

embr-iones que se necesite, ésto ha hecho que como modelo de trabajo en 

investiyación sea exjtoso. 

Como ya se mencionó las aves de corral tan1bién se vEm afectadas pc-•r-

la toxina Tullidinol. Se hizo referencia anteriormente a los trabajos 

qLte se han r-ealizado con animales ~-~~!_vo, y dados los resultados 

obtenidos se hizo obvia la necesidad de una metodologia que permitiera 

e~t.udiar en forma directa el afecto de la toxina en un medio controlado 

y Lltilizando poblaciones celulares enr-iquecidas. 

r.-~.-1. Cultivo de Tejidos. 

a> Breve Reseha Histórica de Células Nerviosas 

Basado en un trabajo de C. WaymoLlth <1977), que contiene citas di­

ficiles de obtener-. Asi en el a~o de 1953 aparece '' The Bibliography of 

Ti.ssue Cull.ur-r;¡, 1884-1950 " por- Murray and Kopech, pero muestra poca 

atención en los aspectos de nutr-ición de las células nerviosas 

Waymouth, 1977 l Se encuentran repor-tes del desar-r-ollo de .una fibra 

!.E! __ y_!tr_E!. por· Ross y Harrison en 1'706-1'i'07. Estos autores 

us~~on célul~s ombrionar-ias de pollo tomando como substratos físico un 

coágulo formado de plasma de pollo y extracto ernbrionar-io que al mismo 

tiempo seria unna fuente de nutr-ientes y estimulador del crecimiento, 

.---.,:,_ 
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cor Carrel y Burrows. 

La composición del Plasma Sanguíneo fue el punto de referencia para 

la formulación de la base de las soluciones y componentes del medio de 

cultivo. Así Ringer, Lockey y Tyrode, dise~aron soluciones salinas 

fisiológicas, que funcior1an para un intervalo corto de sobrevivencia y 

funcionamiento de los órganos. En 1911 se usaron medios más complejos al 

agregar plasma, suero y extracto embrionario. 

Hasta 1920 con los estudios realizados in vivo se inici6 el 

aislamiento e identificación de los diversos compuestos que tienen 

importancia en el metabólismo celular, pudiendose incorporar éstos 

hallazgos a los primeros medies de cultivo, que se preparaban libres de 

suero CVog~l•ar y Erlichman, 1933), se incluyó la Tiroxina, Insulina 

y vitamina B. 

Entre 1930 y 1940 se diseNaron para cultivo las Soluciones Salinas 

Balanceadas, prir Earle en 1943 y Hanks y Wallace, en 1949. Muchos de los 

medios definidos que se L1san actualmente son mezclas de sales basadas en 

éstas soluciones salinAs patrón. En 1943 Standford y col. realizaron 

los primeros intentos exitosos al usar medios definidos para cultiv6. 

con éxito. 

Los medios utJl1zados para el cultivo de neuronas con pocas 

excepciones, se diseNaron para otro uso. Chary Waymouth C1977), incluye 

en su trabajo u11a tabla can los medies definidos más comunmente usados. 

El interés en el estudio de !os medios de cultivo específicos se 

orientó hacia la búsqueda de medios más definidos que posibilitaran el 

crecimieritc y diferen~iación de diversos tipos celulares. La composición 

de los medios de cultivo definidos, es particular para cada especie bio­

logica, así come para cada tipo de célula, debiendo satisfacer las nece-
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sidades celulares para alcanzar un correcto desarrollo y diferenciación, 

<Waymouth, 1967>. La inf!Jr-mación ;acerca de los medios de cultiv.o se am­

plía en el siguiente inciso. 

I.- 5.- 1. b) Tipos de Cultivo. 

Se han desarrollado diferentes sistemas de cultivo; La clasifica-

ción más general es <McM1lians, 1979.): 

a> C~l ti._.':'.'.9..§ _ _gue. se desarrollan adheridos a un substrato. 

b) Cultiv~~---q1.1e se rJesarTollan en suspensión. 

Cualquiera que sea el método que se elija afectará significativa­

mente la morfología y requerimientos nutricionales en el desarrollo de 

laf,; células. 

En el caso e> son células que para sobrevivir, desarrollarse y 

diferenciarse necesitan adherirse a un substrato. Los recipientes pue­

den ser de vidrio, plástico, ya sea en cajas de Petri, y/o en botellas 

qiratorias que poseen una mayor área; en este sistema se proporciona un 

baho intermitente de medio nutritivo <McMilians. 1979>. 

En b) las células no se adhieren al substrato, manteniendode en 

continua agitación, lo que permite usar recipientes de diversos tama-

f'1os;, hasta de escala industrial. Se t~ene la ventaja de que al ma-

nejarlas para resembrar no es necesario utilizar enzimas, que como sabe­

mos afectan a las membranas celulares. 

Los cultivos pueden realizarse con 

cwqan.i;;a1~ión <F<eid L_ .. o. 19-1'7>: 

diferentes niveles de organiza-

g__':.~!:ti,Y.g __ .. de:_Q!.:.~;t~!.1.'?..§. ;<sobre todo de órganos embrionarios intactos), 

con el objeta dE! mantener 1 ;:.\ arqui tectu1~a del tejido y tratar de obtener 

un deaarrrollo lo más similar posible a los experimentos in vivo, el 
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!lh".111eju de este tipo de CL1ltivo es complejo. 

CLl.!_~::__i_~~?.. de_!_~ji_9._i;:i._~_ ; con objetivos similares al anterior, se obtie.nen 

peqLl~Nos fragmentos, de un tarnaNo tal que permitan una apropiada difu­

sión de gases y nutrientes. 

Cultivo de Cél~t~~; Del tejido intacto se hace una suspensión celular 

a través de diferentes técnicas de disosiación: 

1) Mecánica ~ por corte, agitación, pasaje continúo por pipetas de 

diámetro cada vez menor etc. 

2) Química a.- por omisión de cationes divalentes, o por la pre­

sencia de agentes quelantes. 

b.- Enzimática con el uso de enzimas, tales como la 

tripsina, colagenasa, etc. 

Casi todas las técnicas para obtener una suspensión celular, mez-

clan la técnica mecánica con por lo menos una o las dos técnicas qufmi­

cas. Esta técnica es para obtener cultivos primarios. Pero ya se di~po­

ne d~ Linees Celulares en cornpa~ias como American Type Culture Collec-

tion~ Institute for Medica! Research. Son célL1las bien caracterizadas, 

en general de or·igen tumorr-'\l por l"?jemplo: "C1300 ne1.1roblastoma", que 

~;e or· i qi nó de neuroncis df:? roedores. 

I.- 5,- 2. Medios de Cultivo. 

1:1 éxito en el cultivo de células depende de móltiples factores que 

dfectan la forma, proliferacion y diferenciación celular, entre estos 

pueden mencionarse; factores fisico-qufmicos, y bióquimicos por ejem. 

nutrientes, hormonas, las proteinas que se unen y modulan la acc~ón ·~e 

nutrientes y las proteinas extracelulares que enlazan a las células al 
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E.;tib•o;tr·,;;l'l:o do11de s;;e de<::,¡..1n··ollan <Hay, 19El1., Barnes y Sato, 1980). 

n t1···21vés de Jos dil'<:=)r-entes medio.:; dr2 cultivo que se han diseffada, 

s~ trata de proporcionar ~ las células un ambiente similar a su medio 

r1atur8l, para evitar en lo posible cambios o traumatismos violentos. 

~dr;!nc.lo ac:\F,lllri\s lo!O,:. requF;;r·:i.mi.entos p.:1rt.icul •.. 1r·es; para cada tipo de célula, 

c.u¿:1ndn no hc,1n sido bien car<.<cterizados, se hace necesario utilizar mez­

clas de proteínas de su~ros para complementar los medios, y obtener así 

, •.. E!Sll l t Cid OS Siiolt :l :::;f .-=1ctor i lEi. 

El típico medin d!? cultivo contiene: une;, mezc..la definida de nL1trien­

tec; de tl<.1jo pf.?SD molecular, disuelta en Ltna solución amor-tigL1adora 

salina f:lsiológj ca. Este;, medio debe propr.:ir-cionar· todos los nL1trientes 

esenciales, incl1..1y12ndo todos los mate1~iales crudos necesarios para la 

síntesis de nuevds células, substratos para el metabolismo energético, 

vJt. .. minab, t1-a~~as 11iiner.ales, las CLlales sirven principalmente como 

catalizadores, la concentración adecuada de iones inorgánicos, los 

cuales tienen unA función tanto catalit1~a como fisiológica, además de 

~l términu nutriente es generalmente restringido a substancias que 

entr-an en 1,,,5 célulc\S y son utilizadas; ya sea como SLtbstrato para 

biosfntesis o Cé1-L<-:1liz<.:1don2s que entr-an en los diferentes procesos del 

rnet1;1bolisma. l..a rnc<yor·i¿-, rJr2 los medios contienen además de éstos nutrien­

tes div8rsos compuestos que no lo son. como lo es el Rojo de Fenal que 

es un indicador de pH y amotiguadores por ejem. el <N-2-Hydroxyethylpi­

p1..;1•·2•z.i.r1r,.,--N'-<~· r.d:h<=1ne,;lufcir-11c ac:id) HEPES. 

E:.l pl-I ;adr,.,cur.H.10 r,;ara c:r·ecimiento óptimo es estrec:t10 <7.15 - 7.45), 

pdra ubtenerlu se Lrabaja con un sistema de bicarbonato-ácido carbónico 

qu~ ea equilibr~do con los niveles de C02,mstos son mantenidos con in-
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cubadoras especiales que inyectan CD2. La mayoría de los medios son 

disehRdos para usar C02 al 5% , el cual es un valor cercano al de los 

fluidos corporales. Es importante mantener una hómedad cercana a la sa­

turación, para evitar la evaporación, manteniendo la osmolaridad cons­

tante <Ham et. al. 1979>. 

I.- 5.- 3. Suero Utilizado en el Cultivo. 

El Suero Total que se agrega muy frecuentemente al Medio quimica­

mente defirtido, contiene la mayoría de nL1trientes de bajo peso fl'Pl~~·­

lar, que necesita la célula para desarrollarse, reproducir•e y mant~ner­

se por mucho tiempo. El suero dializado puede reducir el efecto 

inhibitorio de contaminantes, del tipo de nutrientes escenciales cuando 

se encuentran en exceso, también neutraliza el efecto de la tripsina y 

.algunas otras proteasas, que son utilizadas al obtener las células. 

En el Suero existen substancias que interactuan con las células y 

el substrato. Además de proveer de factores de crecimiento macra~olécu­

lares, que son esenciales para la multiplicación de muchos tipos de cé 

lulas <Ham y col. 1979>. 

I.- 5.- 4. Substratos. 

El explorar !D__ vi.tr·.~. 1 as complicadas relaciones entre el· subs­

trato-célula, ~ue posible hasta poco tiempo. Ahora sabemos que; 

l> El suero que complementa el medio cultivo tiene factores <proteínas>. 

ue interactuan con la célula y el substrato, para facilitar la adhe-

sien celular. 2) Las células en cultivo sintetizan y depositan sobre el 

substrato componentes de la matriz extracelular. 31 La pérdida de alg~­

interrelaciones entre células y substrato, son -afectadas por la inter-
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acción de las células con entidades moleculares discretas presentes 

en el medio da cultivo <Barnes, 1984>. 

La adhesion a un substrato es un paso critico que permite la so­

l::ir-evi venci a ! . .!:.'.--~~-tr::_~::!_ de .:11 gunas células. Para 1 o cual es importante 

la carga eléctrica neta de la superficie en donde se va a cultivar, así 

come la humectancia para la adsorción de proteínas, que promueve una re­

organización general del citoesqualeto, producción de filopodios con 

los que se adhiere la célula para producir el aplanamiento progresivo. 

El Substrato debe ser, idealmente, una superficie no tóxica, bio­

lógicamente inerte, transparente opti~amente, perfectamente homogénea 

y lisa. Debe permitir que las células se ad~ieran y al mismo tiempo se 

puedan mover, y así poder migrar y/o replicarse durante su desarrollo. 

Se han uaado como substrato diferentes materiales: tales como el 

vidrio, diversos plásticos, célcfan, silicon, filtros de ésteres de 

celulosa policarbonados <Millipore>, etc. En el caso del vidrio se uti­

liza el de boro-silicato y los recipientes de plástico son de poliesti­

reno. El vidrio posee una superficie de carga negativa; en las cajas de 

plástico común hay un des plazamiento selectivo de protones que genera 

también Lina c:.:irga neta negal:iva en lé\ supe1~ficie. El plástico especial 

para cultivo de células en monocapa es manufacturado con un tratamien­

to que vuelve hidrofílica la superficie, lo cual permite aumentar la 

adhesión celular, éste plástico es llamado "Calidad Cultivo de Tejido" a 

di-f'erenc:ia de las cajas de plástico "Gr·ado Bacteriológico" por que és­

tas no facilitan el cultivo de células. 

Además si las cajas calidad cultivo de tejido, son tratadas con 

un policatión (eJem. poli-1-lisina, poli-1-ornitina.) se produce mayor 

adhesión y al mismo tiempo se favorece diferencialmente el crecimiento 
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de deter-minados tipos c:elulart~s <Ham, ~!:.:_al~-' 1979>. 

Las neur-onas si mpAti ca!:; se adhi er-en a superficies tr-atadas ccin po·­

l 1 orni ti na e~ cultivos a cor-to plazo <menos de 14 días) <Sensemmbrener 

1978) encuent1'·a que el crecimiento de las neurc1nas embr .. ionarias del SNC 

es mejor cuando se utili2a éste tratamiento. Si las cajas calidad 

cultivo de tejida son tratadas con una capa de Colágeno, se favorece el 

desarrollo de células no-neuronales. 

El colágeno es la proteína más abundante el estroma o membrana 

basal por lo que es un obvio candidato para actuar como substrato. Se 

han clasificado 4 ó 5 tipos diferentes de colágeno <Barnes, 1984). 

Virtualmente todas las prepar-aciones de colágeno usadas en cultivo de 

células, son de tipo intersticial, aisladas de piel, tendon o músculo. 

El colágenu media la adhesión del cultivo de dos formas: Mecanismo 

directo, que involucra una adhesión no covalente de la membrana celular 

a la matriz de colágeno extracelular. Mecanismo Indirecto: que implica 

la adhesión de las células a traves de la interacción con proteínas de 

adhesión semejantes a la fibronectina, laminina y condronectina, que son 

enlazadas en far·ma no-covalente a la matriz de colágeno, éstos factores 

de adh8sión al colágeno presentan sitios especificas. 

I.- 6.- Generalidades de la Función Cerebra1. 

La interr-elación entre el metabolismo energético y el flujo san-

guineo fue postulada por primera vez en 1914 por Joseph Barcroft, segdn 

Lassen, 1981 basa en el hecho de que el flujo sanguíneo a través de los 

tejidos del cuerpo varia con la intensidad del metabolismo y el grado 

ac:tivid'°'d fL.1ncional de los mismos; así se sel'raló que sólo puede mante-



tenerse en· un tejido un nivel funcional más elevado a expensa5 ~e un 

~umentc en la intensidad de consumo de oxigeno. La mayor parte de ener­

gía utilizable por el organismo proviene del desdoblamiento de la molé­

cula de ATP, ADP+Pi. El ATP se reconstituye mediante una reacción que 

requiere Oxigeno y Glucosa <Fosforilación Oxidativa). Se mantiene uria 

proporción constante entre el número de moléculas de ATP regen•rados 

y el número de moléculas de Oxigeno utilizadas en el proceso: la 

intensidad del funcionamiento de un tejido está estrechamente asoci~da 

a su consumo de oxígeno. 

En el Cerebro, la interrelación entre la actividad funcional, 

metabolismo y flujo sanguíneo, se sugirió por primera vez en 1990 por 

Ray y Sherrington <según Lassen, 1981> quienes trabajando en el 

laboratorio de Patolo~ia de Cambridge, observaron que segundos después 

de un ataque de Epilepsia se producía una turgencia del cerebro; ello 

sugería que se daba una elevación masiva en el suministro de san~re. In­

vestigaciones posteriores han revelado que el metabolismo cerebral au­

ment~ también durante la activación normal de las regiones de la corte-

za cerebral que intervienen en el desarrollo de las funciones especifi-

cas. Esto nos habla de un cambio a nivel de las células nerviosas 

Lassen, 1981>> y, consecuentemente, de la actividad metabólica, que a su 

vez da lugar a un incremento del flujo sanguíneo en la región activada. 

Este descubrimiento ha permitido la localización de funciones cerebrales 

por medio del estudio de las variaciones regionales del flujo 

circulatorio. Puede obtenerse la misma información estudiando la 

distribución de los cambios metabólicos midiendo el consumo de 

oxígeno o de glLtcosa. <Lassen, et. al. 1981). 

Las Neuronas poseen la maquinaria bioquímica común a todas las cé-
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lulas vivas, son capaces de producir energía quimica mediante oxidación 

de nutrientes y pueden autorreparar·se y mantenerse. Dado que las neuro­

nas de cerebros adultos no son reemplazadas deben durar toda la vida del 

organismo, por lo que han de existir mecanismos de renovación de todos 

sus componentes, la ~;íntesis de éstos se 1--ealiza en el soma, de donde 

deben transporta1-se a grandes distancias. Este mecanismo fÚe descubierto 

hace más de 30 al"1os por Paul A. Wei ss y colaboradores, este transporte 

es bidireccional, habiendo dos tipos 

Rápido. 

de transporte, el Lento y el 

En contraposición a los demás órganos que son capaces de utilizar 

alternativamente diferentes combustibles, como pueden ser az~cares, 

grasas y aminoácidos, las neuronas solo pueden servirse de la glucosa 

sanguínea, el cerebro depende enteramente del metabolismo oxidativo. Sf 

se interrumpe el suministro de sangre o:{igenada al cerebro, se pierde el 

el conocimiento en 10 seg, produciéndose en unos pocos minutos 

sión permanente en el cerebro. 

Lina · 1 e-

Las neuronas absorven glucosa a una veleidad que se ajusta en cada 

momento a sus necesidades metabólicas. 

Otras características de especialización que presentan las neuronas 

se refieren a la transmisión de impulsos nerviosos manutención de gr~­

dientes iónicos, síntesis y liberación de neurotrasmisores, formación 

de sin¿psis que pueden ser inhibidoras y/o excitadoras, ya que son más 

de 30 compuestos diferentes a los que se le conoce una función transmi­

sora, con efectos de alta especificidad. 

I.- 6.- 2. Cuanti~icación de la Actividad Metabólica 



a> Autorradiografía 

Los avances en la comprensión de la fisiología y el mejoramiento 

de las herramientas químicas permitió el desarrollo de la Autorradio­

gra-f i ,, de Transporte. F'ar.-a real i z é:'lr ésta técnica se inyecta Ltn producto 

quimi~o radiactivo en una estructura cerebral; las células lo toman 

transportándolo a lo largo de sus axones; Se coloca luego una emulsión 

fotográfica en contacto con el tejido y se examinan al microscópio los 

granos de plata de la emulsión, que revela el destino de el isótopo en 

la célula. 

b > Desox i gl uc:osa 

Un avance importante es la técnica de Desoxiglucosa,inventada por 

Louls Sokoloff, (1977). Se basa en que la glucosa es el combustible de 

l C:•S neuronas, y éstas consumen más combustible cuando estan más activas 

que cuando se hallan en reposo. Las células absorben desoxiglucosa mar­

cada radiactivamente come si se tratara de Glucosa. La metabolizan has­

ta desoxiglucosa-6-fosfato, pero a partir de este punto no puede seguir 

si t"!ndo metabol izada. Puesto qL1e tampoco se 1 e permite salir de 1 a cél u-

1 a, se acumula allí; la cantidad del isótopo atrapado informa sobre el 

sitio de acumulación y l~ intensidad de actividad que han mostrado las 

Cél L!l C-15. 

Cuando se inyecta en el torrente sanguíneo, éste isótopo se acumula 

dentro de las neuronas y la velocidad a la cual se produce dicha acumu­

lación es un indice de la actividad metabólica de las células. Esta se 

puede observar y medir realizando cortes finos de cerebro congelado y 

colocándolos sobre una película sensible a las radiaciones. Al revelar 

la película, las áreas ricas en material radiactivo aparecen obscuras. 
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Esto apoya y abre nuevos campos en la investigación del funcinamiento 

del cerebro ya que permite detectar cuales son las células del ¿erebro 

quP e~;tan mas activas du1-ante un determinado proceso e>:perimental e Iver-

sen, 19811 o en la patología. Esta técnica es muy útil, por lo que se 

usa muy profusamente Sokol off ,et. al, 1977; R. A. Hawkins y A. L. 

Mi 11 er, 1978; M. S¿tji y fC Obata, 1981.; R. Sutherland, M. J. Martin, 

J. K. McQueen y G. Fink, 1983; entre otros trabajos. 

Otros autores trabajaron con la desoxiglucosa como indicador 

de la actividad de ciertas áreas cerebrales, tomando la zona afectada y 

cuantificando con un contador de liquido de centelleo, la desoxiglucosa 

captada CD. H. R. Blachkwood, V. Kapoor y M. J. Martín, 1981; S. D. 

Skaper y S. Varan, 1979 >. 

En el trabajo que presentamos a continuación, 
·¡~ 

se usó la captación 

de desoxiglucosa tritiada para evaluar el estado metabólico de célu-

l¿1s neurales en cultivo, tr-atadas con la to:~ina de la "Tullidora". 

El prPsente Pstudio se realizó con poblaciones enriquecidas' de cé-

lulas, neuronales y gliales 



I.- 7.- OBJETIVOS: 

Desarrollar un modelo "in vitro" de cultivo de células ·neural.es 

en el c:ual pudiera evaluarse el efecto de la toxina de la Kar""".:-

winskia humboldtiana . . 

Estudiar en este modelo el efecto del tullidinol sobre el creci-

miento de células neurales embrionarias del sistema nervioso 

central. 

Conocer el efecto del tullidinol sobre el metabolismo celular, ~ 

través del estudio de la captación de Desoxiglucosa triti~da 

Diferenciar el efecto del tullidinol sobre poblaciones celulares 

enriquecidas en neuronas, y aquellas donde predominan ~as célu~ 

las glíales. 



II.- MATERIAL V METODO 

Para evaluar el e·fec:to de la to:-:ina "Tullidinol" sobre el desa-

rrc1l l r.J de 1 as c~"'l ul as neL1r··a1 es se i rnpl ernentó un modelo "in vi tro" que 

consistió en una modificación de la técnica descrita por M. Sensenbre­

nner, ~h~._1971.Consiste en obtener Cultivos Primarios de telencefa­

lo de embrión de pollo de 8 días de icubación <linea Rodhe Island>. 

Se estudiaron los siguientes grupos: 

a> Población Mixta de Células Neuronales y Gliales. 

b) Población Enriquecida de Células Neuronales. 

c) Población Enriquecida de Células Gliales. 

El efecto del Tullidinol se evaluó de la siguiente manera: 

il Observación de la Morfología en Microscopia de Luz con l~ téc-

nica de Contraste de Fases 16:·: y 40:-: ) • 

ii) Cuantificación de la Desoxiglucosa tritiada captada por las 

diferentes poblaciones celulares. 

iii> Cuantifica~ión de las Proteínas Totales, por el método de Lowry. 

Las concentracir .. mes de la to:-:ina utilizadas fueron: 1, 10 y 20)-IM/ml 

Se elabnró una Curva Temporal de captación de la Desoxiglucosa. Con base 

en esta se elegió 8 rnin como el tiempo adecuado de captación, utilizan­

dose éste para los experimentos subsiguientes. 

En el caso de las poblaciones enriquecidas en neuronas y en la de 

población mixta, se agregó la toxina a las 24 horas de cultivo, evaluán­

dosG el efecto de ésta un dia después, en el caso de las poblaciones 

mixtas también se estudió 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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~e aplicó el tullidinol a los 14 dias de cultivo, durante 24 horas 

cuantificandose el efecto. 

II.- 1.- Cultivo de Células 

Obtencidn de la Suspensión Celular 

Se usaron telencé~alos de embrión de pollo Rodhe Island de 8 dias 

de edad. Se obtuvieron los embriones en condiciones de esterilidad 

y se depositaron en una solución salina balanceada libre de Ca••y 

Mg•- Se disecaren los telencéfalos lavándolos repetidamente con la 

solución salina balanceada a la cual ya nos referimos anteriormente, 

la que afloja la unión de las células permitiendo que el tejido se 

disgrege fácilmente Los telencéfalos se colocaron en Medio de Cultivo 

Completo, en proporción de 4 telencéfalos por 1 ml. Se disgregaron mecá­

nicamente medi•nte repetidos pasajes a través de una pipeta Pasteur. 

Una vez lograda 1.ina suspensión de céll.tlas, en forma de esferásaisl.adas, 

se tomaron alícuotas que se sembraron en las cajas de.Petri previamente 

preparadas, como se indica más adelante en el texto. 

a> Cultivo de Población Mixta de Neuronas y Glia: 

Se utilizaron cajas de Petri de plástico calidad cultive de tejido 

de 35mm de diámetro. Las cajas se cubrieron con una solución de cólageno 

que al ~;ecarse produce una pel f. cul a transparente sobre el pi so de la c:a-

ja, se esterilizaron luego con luz Ultra Violeta durante 30 min. Pos~a-

teriorrnente se lavaron 3 veces con agua bidestilada estéril con un in­

tervalo de 10 min entre cada paso. En el momento de sembrar se agrega~ 

ron 2 rnl de medio de cultivo completo y 100 r1 de suspensión celular de 

aproximadamente 10° celúlas. 

·-.<'. ~' . ' 
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b> Población Enriquecida en Células Neuronales: 

Las cajas Petri dm plástico de 35mm de diámetro, calidad cultivo de 

tejido se incubaron 24 horas con una solución de poli-1-lisina en 

amortiguador de baratos a una concentración de 1mg/100ml. Posteriormente 

las ca.ias recibieron 3 lavados de 10 min cada une con agua bidestilada 

estéril. Se agregara 2 ml de medio de cultivo completo y 100 Ltl de la 

suRpensión celular aproximadamente 10~ celulas. Cuando el cultivo 

tr.?n:la 48 hrn--·.;;,s ele edad se;' agregó la to:·:ina "Tullidinol" a di-ferentes 

concentraciónes, se realizaron 2 grupos control, uno con el solvente de 

la toxina y ctro que no recibió nada. 24 horas despúes se evaluó el 

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

e> Población Enriquecida en Células Gliales: 

Las c,,<ia'.:> se trataron c:!e igL1al ·for-ma al de la población mi>:ta. Pero 

en este caso se cambió el medio nutritivo cada 4 días, hasta obtener 

~ult1vcs de 14 días de edad en los cuales se ha ~crmado una monocapa de 

células no neuronales, sienuo la cantidad de neuronas menor al 5% apro­

:dmadfamente de la población total. A la edad ele 15 di.as se agregó la to-

xina de la misma forma que se refirio 

e iones. 

más arriba para las otras pobla-
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II.- 2.- Técnica de Desoxiglucosa 

a> Tecnica de Captación de Desoxiglucosa Tritiada (2-DG*> 

Se desechó el medio de cultivo. 

Se lavaron las c~jas 2 veces con 1 ml de solución de Lavado*. 

El tercer lavado se dejó reposar durante 8 min 

en lo posible todo rastro de medio nutritivo. 

para eliminar 

Se agregó 1 ml de solución de Incubación*, dejandose en contacto 

con las células dt.1rC1nte 8 + 1 min. 

- Se lavaron las cajas 3 veces con sol. de Lavado, para eliminar 

toda la sol. de Incubación no captada por las células. 

Se aspiró exhaustivamente todo resto de solución y se dejó secar 

la caja. 

A cada caja se agregó 1 rnl de solución de NaOH al 0.5 N. 

Se tomó una aliquota para cuantificar la <2-DG*> captada por la 

población celular, en un contador de centelleo. 

Se tomó otra aliquota para cuantificar la concentración de Pro­

teínas totales por la técnica de Lowry <1952>. 

* Ver apéndice de soluciones. 
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b> Cuantificación de la Desoxiglucosa Tritiada Captada por las Células 

Cálculo De Nanomolüs De Descxiglucosa: 

C nM 2-DG* J = ( nM DG J ( dpm 

En donde: 

[ nM 2-·DG-1¡. J 

( nM DG > 

< dpm > 

< e 

< e 

nanomolas de desoxiglucosa tritiada 

captadas por las células. 

nanomolas de desoxiglucosa fria presen­

tes en la solución de Incubación por mi­

lilitro~ 

= desintegraciones por minuto de cada mues­

tra. Esta se·obtiene como se indica: 

( dpm J = cpm x E 

En donde: 

cpm cuentas por minuto. 

E = Eficiencia del contador d 

de Centelleo utilizado. 

- Cuentas por minuto en 

de inc1.1bacion. 

1 ml en el medio 



II.- 3.- SOLUCIONES UTILIZADAS 

0-Syl. 

Solución desinfectante y detergente, por cada 100ml: 

0-bencil p-clorofenal 4.293 

Para-ter-butilfenol 

Tetraacetato de etilendiamina tetresódico 

Dodecil bencensulfonato sódico 

Alcohol isopropilico 

Veh:lculo c.b.p. 

4.393 

3.000 

3.800 

0.500 

1. 862 

100 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

gr. 

ml. 
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Para la desinfección de mobiliario, pisos y campana de flujo lami­

nar en una proporción de 1:128 en agua~ En la desinfección de instru­

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

Solución Salina Balanceada Libre de Ca-• y Mg-•: 

NaCl 2.0 gr 

KCl o. 1 gr 

NaHCO::s 0.087 gr 

Gl Ltc:osa 0.25 gr 

Sol. Rojo de Fenol 0.005 ml 

Llevar con agua bidestilada a 250 ml. 

Solución de Rojo Fenol 

Rojo Fenal o. 4Y. 

Solución de NaOH 1.0 N 

Se disuelve el Rojo Fenol en 2 ó 3 gotas de NaOH y se lleva con 

agua bidestilada a la cantidad deseada. 



Medio Nutritivo 31 

CMinimun Essential Medium> Eagle, Gibco. No. catálogo 410-1600 

Eagle 

NaHC03 

Glucosa 

2.675 gr 

0.0875 gr 

1.25 gr 

Llevar con agua bidestilada a 250 ml. 

Medio Completo 

Solución de Medio Nutritivo de Eagle B5X 

Suero Bovino Fetal GIBCO 15% 

Antibiótico-Antimicótico 1.0 ml/100 ml 

-Poli-DL- Ornitina 

Solución de Poly-DL-Ornithine hydrobromide. Sigma P-8638. 

Poliornitina 1 mg I 100 ml de Amortiguador de Boratos, pH de 8.4. 

Amortiguador de Boratos 

Sol. A= 6.2 gr de Ac. Bórico+ 7.46 gr Cloruro de Potasio. 

Se lleva a 1 lt. con aqua destilada. 

Sol. B = Hidróxidü de Sodio 0.1 N 

Solución Final = 50 ml de Sol. A+ 8.5 Sol. B. Llevar a 100ml con 

agua destilada. pH ajustado a 8.4 

-Solución de Lavado 

NaCl 120 mM 

MgCl~ 1 mM 

KCl 1 mM 

CaClm 0.1 mM 

Na OH~ 40 ml'1 



32 

-Solución de Incubación 

A la solución de Lavado se le agrega: 

NaOH,,./ Hepes 40 mM 

?U bl'.!mi na bovina 1 '%. 

-Solución de Desoxiglucosa Fria 

Desoxiglucosa 1 mM 

2-Deoxy-D-Glucosa Sigma No. 8375 

-Solución de desoxiglucosa Tritiada < 2-DG* > 

Deoxy-D-Glucoso.New England Nuclear NET- 328 

Desoxig!ucosa tritiada <2-DG•> 10 ul en 30 ml de Sol. de desoxiglu-

cosa Fria. 

-Solución de Tullidinol 

Tullidinol 1 mg /1 ml de etanol absoluto, se lleva a la concentra-

ción deseada <1, 10 y 20 mM> con agua bidestilada estéril. 

La toxina fue proporcionada por el Dr. Muhoz-Martinez, su obten­
ción en l1Ld'10:~-M<':01rtinez et. al. 1983. 

-Solución de Liquido de Centelleo de Bray 

F'OPOP ~::oo gr 

Naftaleno 60 qr 

PPO 4 gr 

Metano! 100 ml 

Etilenqlicol 20 ml 

con Paradiaxano 1-4 llevar a 1 lt. 
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IJI.- RESULTADOS 

Los FQ~ultados obtenidos se presentan en el siguiente orden: 

1.- Obtención de Cultivos y Observación Mor~ológica 

al Población Mixta de Neuronas y Glia: 
Cor1tr-·01, Control-Sol vente y TLll l i di nol 10 ¡-1M con trata­
miento de 24 y 48 horas. 

b) Población Enriquecida en Células Neuronales: 
Control, Tullidinol 1, 10 y 20 ~M. 

e> Población Enriquecida en Células Gliales: 
Control, Tullidinol 1, 10 y 20 pM. 

2.- Aspectos Bioquimicos 

Cuantificación de Pruteinas Totales. 
Cuantificación de Desoxiglucosa. 

a) Población Mixta de Neuronas y Glia: 

iJ Proteínas Totales: Control y tullidinol 10 fM de 24 y 
48 horas de tratamiento (mg Prot/mlJ. 

ii> Curva Temporal de Captación de Desoxiglucosa [nM/ml 
<2-DG•>J 24 y 48 horas de tratamiento: grupo Control 

11 id i ncil 1 O J-'M. 

iii Curva Temporal de Captación de Desoxiglucosa/ Pro­
teínas Totales CnM/ml <2-DG•>I mg Prot.J 

b) Población Enriquecida en Células Neuronales: 

il Proteínas Totales [mg Prot/mlJ: Control, tullidinol 
1, 10 y 20 J-lM. 

iiJ Captación de Desoxiglucosa CnM/ml <2-DG•)J a Diferen­
tes Dosis de Tullidinol C 1, 10 y 20 t1MJ. 

iiiJ Captación de Desoxiglucosa/ Proteínas Totales CnM/ml 
<2-DG•J/mg ProtJ a Diferentes Dosis de Tullidinol Cl, 



10 y 20 J-'M:I. 

e> Población Enriquecida en Células Gliales; 

i) Proteínas Totales [mg ProtJ: Control, Tullidinol 1, 
lO y 2'1 j-IM. 

i i) Capt.acli.on de Deso:-:iglucosa CnM/ml <2-DG*) J a Diferen­
tes Dosis de Tullidinol t1, 10 y 20 fMJ 

iii Captacicn de Desoxiglucosa/Proteínas Totales [nM/ml 
('.,'.--DG*>lmg ProtJ 
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111.-1.- Obtención de Cultivos y Observación Morfolbgica: 

Par~ la obtención del los diferentes poblaciones celulares se im-

plementó la técnica descrita por Booher y Sensenbrenner <1971>~ las mo-

dificaciones realizadas 3on descritas en el capitulo de Método <Cultivo 

dl"? Células>. 

a> Población Mixta de Neuronas y Glia: 

Grupo Cont1- ol; Al mu1m:?nto de sembrar las células de embrión de pollo 

que fueron disociadas mecánicamente, se observó que tienen una forma 

e!';fér·1ca y se enc1..1entran ya sea en -forma aislada o formando pequef'tos 

"acúmulos" <fig. 1 >. E:sl:.:01s células -f1..1eron sembradas sobre un substrato 

de colágeno y dieron origen a células con características correspondien-

tes a células gliales y neuronales, que se diferenciaron a lo largo del 

cultivo, a las que llamaremos solamente células neuronales o gliales 

según sea el caso. 

Las células gliales fueron las primeras en desarrollarse y se ex-

tendieron formando una capa en el fondo de la caja sobre la cual se de-

positaron los acúmulos. A partir de ellos las céulas neuronales emitie-

ron prolongaciones que comunicaban un acúmulo con otro <fig. 2a y 3a). 

A los cuatro dias de cultivo, las células gliales continuaron ere-

ci ene.in y ~-;E?~ notó 1..1n aumento tanto di;?l nl.'.lmero como del tamaf'lo de 1 as pro-

longaciones que comunican los acúmulos entre si. 

Grupo Control-Solv~nte: 

No se observaron diferencias entre éste grupo de estudio y el grupo 

anterior. 

Grupo Tullidinol 10 y11: En éste grupo a las 24 horas de tratamien­

to Cf1g.2b y 3b> se puede apreciar una ligera disminución en el número 
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rlP prolongaciones entre los acúmulos. Sin embargo, a las 48 horas de 

tratamiento el pH del medio de cultive llega a ser menor de 5; el estadn 

n1orfclógico de las células es malo y se desprenden del substrato <fig. 

2c y 3cl. 
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b) Población Enriquecida en Células Neuronales: 

Al igual que la población anterior, en el momento de sembrar las 

células eran esferas que en su mayoría estaban aisladas encontrándose 

algunos acúmulcs de 3 a 5 células. Las células se adhirieron al fondo de 

la caja que fue previamente tratada con un policatión, que favorece la 

adhesión al substrato y su posterior desarrollo. A las 24 horas de edad 

del cultivo se observó un desarrollo más lento comparado con el cultivo 

de población de células neuronales y gliales. Las células neuronale~ 

emitian incipientes y escasas prolongaciones, siendo evidente la 

ausencia casi total de células gliales. A la edad de 48 horas del 

cultivo, se observó un sumento considerable del número de neuritas, 

persistiendo t.•l e!5Ca!!.;o desarTollo gli.;.\l (fig. 4a y 5a). 

Grupo Tullidinol 1 rM : A este grupo se le agregó 1 uM de la 

toxina, y no se ~nconlró ninguna diferencia morfológica con respecto al 

grupo Control, al menos en microscopia de luz, a aumentos de 160 y 400 

Grupo Tullidinol 10 rM : Con esta dosis fue evidente una 

alteración del desarrollo neuronal evidenciado por la disminución del 

número de prolongaciones celulares (fig. 4b y 5b). Grupo Tullidinol 

20 rM : Se observó la desaparición casi total de las prolongaciones 

neuronal~s, y la vacuolización de los somas Cfig. 4c y 5c> • 

. ··-··---; ;, 
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c> Población Enriquecida en Células Gliales 

Para obtener ésta población. se prolongó durante 14 dias la edad 

de los cultivos de células neuronales y gliales. Encontrándose que a 

los 6 días de edad en el cultivo se ha reducido el número de acómulos y 

las células gliales continúan con un crecimiento acelerado, multipli-

ando se y formando sobre el f ando de 1 a caja Ltn tapete de c:él Ltl as poli go-

nales. Se obervó una proprogresiva desaparición de las células con 

características neuronales. 

A los 15 dias de edad del cultivo, las células gliales formaron una 

monocapa totalmente en confluencia, y muy escasas células con 

caracteristic~s neuronales, < 5% aproximadamente) descansan sobre ésta 

monocapa. Grupos de oligodendrocitos caracterizados por su pequeNo 

tama~o y forma típica, se podian observar entre el resto de la glía en 

la que predominaban los astrcblastos y astrocitos. 

Grupo Tullid1nol i yt·I: No se observaron diferencias con el grupo 

contr·ol, al menos en mic1~oscopfa de lLtz Cfig. 6a). 

Grupo Tullidinol 10 rM: En las células gliales se observó una 

ligera vacuolización y las pocas células con características neuronales 

presentes disminuyeron aún más en número (fig. 6b). 

Grupo Tullidinol 20 rM: A ésta concentracion las células gliales 

presentaron retracción y vacuolización del citoplasma. Desaparecieron 

por completo las prolongaciones de las escasas neuronas, presentes en 

este tipo de cultivo. Si el tullidinol se dejaba en el medio durante 48 

horas, se producía el desprendimiento de la monocapa celular Cfig. be>. 
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III.- 2.- Aspectos Bioquímicos 1 

TODOS LOS RESULTADOS SE EXPRESAN COMO EL VALOR PROMEDIO+ERROR ESTANDAR 
<X+E.S.> 

a>Población Mixta de Neuronas y Glia: 

i} Proteínas Totales: 

Se puede observar que no hay diferencia entre los val6res de pro-

teí nas del grupo control < 1. 315±0. 033> y el tratado con tul l i di nol 10~1M 

durante 24 horas de e~{posición (1.399±0.039), en mi1igramos/mililitro 

Cmg/mlJ. 

ii> Curva temporal de Captación de Desoxigluco~a 24 horas ~fig.7a>: 

Se Observó en el grupo control que la captación de C2-DG*J au-

menta en el tiempo. A los 2 min de captación no hay diferencias entre 

el grupo control y el tratado con tull~dinol 10 yM, durante 24 ho~a~, 

(siendo sus valores respectivos de 1.095±0.215. y 1.460.:!:0.106),; 

CnM 2DG• J. A les 8 min de tiempo de exposición al isótopo en ambos gru-

pos, se observa una tendencia a ser mayor eh el tratado, siendo los va-

lores obtenidos: 2.551:!;:0.286 y 2.981"±;.0.401 C:nM 2-DG*J. Esta tendencia 

se hizo significativa a los 15 min, ya que entonces el grupo tratado 

captó mayor cantidad de desoxiglucosa que el control respe~tivo <5.262 

~0.378 y 8.197~0.823 CnM 2DG*]. 

Curva Temporal de Captación de Desoxlglucosa 48 horas; En los casos 

en que el tullidincl 10 pM se incubó dur·ante 48 horas, se observó una 

marcada disminución de la desoxdglucosa en el grupo Control, que fue 

evidente desde los 2 min (siendo s1.1s valores 1.990±0.195 y 0.821:t,0.220) 

A los 8 min se mantiene el mismo comportamiento ( 4.531±0.184 y 
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1.784~0.244>. en la incubación de 15 min la diferencia se hace adn ma­

yor (12.262±0.551 y 2.998±1.141 lnM 2 DG* J) Cfig. 7bJ. 

iii) Curva Temporal de Captación de Desoxiglucosa/Proteinas Totales 

Se observa que a los 2 min de incubación no hubo diferencias entre 

el qrupo Control y Tratado (siendo sus valores respectivos 0.942±0.146 

y 1.114~0.066 lnM 2DG*/mq Pr·ot.J. Sin embargo, a medida que se aumentó 

el tiempo de incubación , se hizo evidente un incremento significativo 

en la captación de las células tratadas con la toxina Ca los 8 min; 

2.094,:t0.132 y 2.6:3'7'.±0.161) y los v.:tlores a los 15 min fuern; 3.777± 

o.29r1 y 5.626±0.5:;;~4) {fiq. 13). 
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b> Población Enriquecida en Células Neuronales: 

i) Proteínas Totales: Se encontró que entre el grupo control y en 

el tratado ccn tullidinol 1 pM no hay diferencias significativas, siendo 

sus valores respectivos 1.263.±0.039 y 1.152-t0.055. (fig.9). 

En cambio en el grupo tratado con 10 pM de la toxina se observa una 

ligera disminución del contenido de proteínas, que se encuentra en el l~ 

mite de significancia estadística con respecto al control <1.134±0.068) 

A la dosis de 20 rM la diferencia con el grupo control alcanza ya 

significado estadístico <0.906±0.085). 

ii) Captación de Desoxiglucosa a diferentes dosis de tullidinol: 

Cuando se realizó una curva dosis-respuesta al Tullidinol se 

observó que la captación de Desoxiglucosa no difería del control a la 

dosis de 1 yM C42.58 ± 1.74 y 44.10 ~3.66 nM 2-DG*> <fig. lOa>. 

Sin embargo a la concentración de 10 pM hay una diferencia altamen­

te significativa al aumentar la captación a 110.55~5.17. 

La concentración de Desoxiglucosa captada cae bruscamente cuando se 

aplica tullidinol al 20 rM C55.53t3.76> aunque éste valor es todavía 

ligeramente mayor al del grupo control. 

iii> Captación de Desoxiglucosa/ Proteínas Totales a diferentes 

dosis de Tullidinol: Cuando se corrige la cantidad de Desoxiglucosa 

captada por las células por el contenido de Proteínas Totales se vuelve 

a presentar el mismo fenómeno que en la gráfica anterior, en donde no 

hay diferencias entre el grupo control y 1 rM de toxina C34.60 ±1.31 y 

34.29;±1.27 nM 2-DG*/mg Prot. >. A. concentración de 10 J-IM de toxina se 

eleva significativamente el cociente a un valor de 95.10~4.07 Con el Tu-
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e> Población Enriquecida en Células Gliales: 

J > Pr·ot.e:í nas Total. E.'!': Ub!s1:r·vamos que 1 a conce·ntr ación de Proteínas 

TutalC!S <mg/ml> del grupo control y del tratado con la toxina a 1 fM 
no se diferencian significativamente Clos valores correspondientes son 

Cl.432~0.045 y 1.487~0.023 mg/ml>. Con 10 yM de Tullidinol hay una 

tendencia a la disminución de las Proteinas Totales <1.36h~0.036 mg/ml> 

La diferencia se hace significativa estadísticamente con respecto al 

Control, CLtando se usa la Cr.:Jncentrac:ión ele 20 rM (1,265 :::!: 0.020)(fig. 

11 a> • 

ii) Captación de Desoxigluc:osa a diferentes dosis de TullidinDl:se 

observó un aumento gradur..I en la captación de deso~dqlucosa (fig. 11b) 

en presencia de la toxina 1 yM. Los valores obtenidos fueron; Control: 

, 19.276:!;4·.5~<:9; tullidinol l¡-tM: 36.432±3.651 ;tLtllidinol 10¡.tM= 

74.5:".-i7±3.297; Tullidinol 20 pM: 89.li'72t._2.749 de nM de (2-DG*>. 

iii) Captación de Desoxiglucosa/Proteinas Totales a diferentes 

dosis de tullidinol:Al corregir la captación de Desoxiglucosa por las 

Protelnas Totales el comportamiento y efecto de la toxina se hizo a~n 

más evldente. En el grupo Control el valor fue de 12.208±2.695. A 

concentración de 1 pM de Tullidinol 28.53±2.34: con 10 yM de tullidinol 

54.933t1.981. Alcanzándose el valor de 85.357t14.580 nM 2DG*/mg 

Proteinas tot~les cuando se agregó tulliciinol 20 fM Cfig. 12>. 
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E.- DISCUSION 

El estudio de los f?fl;>ct:os de la to:-:ina de _ .. 'i~!:-~~.:U::~-'~-!:::..:!:_~--·hL.~f!!boldtiana 

tullidora, que están bien de·fl. ni dos r::omo una entidad nosol óg j, ca, es 

i. rnportante, ya que se repnrtan <DomingLtez y col. 1976) más de una docena 

de rasos de intoxicaciones en humanos por aNo. Produce además importan-

te~ mPrmas en la industria agropecuaria <BreNa 1971 y Padrón 1956). La 

intoxicación por tullidora representa un problema de salud que necesita 

r·esol verse, mediante un pnfoque multidisciplinario, como educación 

sanitaria rle la población, estudio del mecanismo de acción de la to>:i na 

y el posible abordaje terapéutico. 

Se presenta en éste trabajo un modelo que permite estudiar el efec-

to in vitro de la toxina rle la Tullidora, sobre células del SNC en de-

sarrollo. Este modelo permite observar, los cambios morfológicos y ~un-

cionales que ocurren en diferentes poblaciones celulares en presencia de 

Se i mpl. PmPntó Ltn cultivo de tejidos 

eligiéndose el embrión de pollo, ya que las ave~. al igual que otros 

grupos de vertebrados se ven a.fectada!r; por 1 a to:·: i na Karwinskia 

hurnbCJldtiana --··-··-··--···--··--·--- el tullidinol. El embrión de pollo presenta varias ven-

t¿;¡.jas para su uso , ya que es de f .;.e i 1 obtención no es necesario 

sacrificar a la madre, se puede disponer de ellos en n~mero SLITiciente, 

en con di c:i oni::-!s controlu~as, y es sencilla su manipulación en el 

labcir-atorio. 

Se us.;:.r-on embriones de 8 dia~.; df.':! edad, ya que de acL1erdo con 

Sensenbrf.'Jnner, et .. al • ( 1978) ' entre los cinco y siete días de edad el 

tel.éncefalo del embrión de pollo contiene casi eHclusivamente 
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nRuroblastos, ocurriendo la gliogenesi.s después de los ocho dia.s de 

edc.~<j del embrión de pollo -~vivo . Los neurobl astas tienen 

ésta etapa un grado de diferenciación adecuada. 

además en 

La poliornitina que se usó como subtrato, favorece el desarrollo de 

células neuronales, ya que produce un efecto inhibidor de la proliofera­

<Sensenbre-ción de glioblastos, sin ser tóxica para los neuroblastos 

nner et.al 1978). 

Se ha comunicado que entre el primero y séptimo día de edad del 

cultivo el cuerpo celular de los neuroblastos aumenta de tamaNo y aumen-

ta también el número de prolongaciones que emiten estas células. Las 

los 3 días de neuritas se esparcen progresivamente, ramificandose. A 

edad del cultivo se encuentra la má:·:ima concentración de 

las próteinas continúan en aumento <Bensenbrenner y col. , 

DNA y 

1979>. 

RNA y 

Este 

fue. el momento que se eligió para eval úar el daf'lo producido po~ la 

toxina en la población enriquecida de células neuronales. 

El aspecto morfológico que muestran las células tratadas con 

tullidinal en este trabaja indica qLte la prolongada a la 

toxina altera tanto a las células neuronales como a las gliales Cfigs de 

la 2 a la 6> E::i!sten r·eportes de microscopia electrónica, en raíz de 

ganglio dorsal in vitro CHeath J. W. 1982> en donde se muestra que 

la toxina afecta el arreglo de microtúbulos y otros organelos, tales 

como las mitocandrias, las que se encuentran amontonadas. Por otra parta 

se ha publ i c.:1do que 1 a toxina produce desacople de la f osf or i l ación 

oxidativa <Ednostro et.al 1973>. Esta alteracion haría que la célula 

no ten!;Ja L1n suministr-o adecuado de energíi'il lo que coadyubaría a 

presentar el efecto de intoxicación por el tullidinol. 

Se decidió en el presente trabajo utilizar Desoxiglucosa tritiada 
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<2-DG•l como una herramienta adecuada para valorar el estado metabólico 

de l~s células intoxicadas.Dado que las neuronas solo pueden servirse de 

la glucosa como fuente d~ energía, Rl uso de la (2-DG•> como indicador 

de la cantidad de energía utilizada, está refiriendo de una manera glo-

bal el estado metabólico de la célula .. 

como si se glLlCOSa 7 y 

Las 

la 

neuronas consumen la 

metabolizan hasta 

desoxiglucosa-6-fc~fato, paso en el cLtal se detiene el procesamiento 

celular de éste compuesto. Como tampoco puede salj.r· de la c:él Ltl a, se 

acumula en <',?l ~elular. La cantidad de isótopo atrapado, da 

cuenta de la intensidad de la actividad celular desarrollada. 

La toxina en solución es inestable y los reportes indican que en un 

medio alcalino ~;ufre difer·entes cambios (fig. III (Wel ler, R. O. et. 

al. , 19801, no he>bien1jo referencias sobre lo que ocurre en un medio 

ácido o neutro, que es e1 caso en que nos encontramos. La toxina en 

medio de solución es de un color amarillo intenso, cuando se agr-ega al 

cultivo no cambia el colar de éste, ni su pH (el medio de cultivo posee 

rajo fenal, que es un indic~dor del pH, que vir-a h<i'ICi a el amarillo en 

condiciones ácidas y hacia el violeta cuando básico). 

Después de 74 horas de cultivo, el medio de las cél Lilas tratadas 

con la t:.o:{inf.:I., cc:imi en;,-:: a a acidi-ficarse (obser-..1ación visual> y éste 

fenómeno está relacionado con la concentración de la tcn:i na aplicada. 

Nosotiros s1..1pcinr.~mo~;; que 1 a acidificación del medio qLte observamos en 

las células intoxicadas con tullidinol, es causada por- la acumulación de 

los ácidos orgánicos del ciclo de Kr-ebs, que no logr~n completar el pro­

ceso nor-mal para la obtención de energia. Por- lo tanto las células 

consumen una mayor cantidad de C2-DG•l, 

-fig. 7 y 8 de la poblacion de célul<as 

como se puede observar 

net.1ron<:1l es y gliales. A 

en la 

las 48 
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horas de tr.01l:amiento con la to:·:ina, la acidez del medio aumenta todavia 

m~s. Supon~rnos que este cambio del pH por si sólo daNa a las células, al 

gr·ado que se 

substrato. 

clesorgani za el CLtltivo y las cél Ltl as se desprenden del 

Por otra parte, Hedth y col s. (1982>. trabaj ¿\ndo con cultivos de 

ganglio de rc.d z dorsal de embrión de "Swi se moL1se" intoxicados con la 

toxina, encuentran que s~ produce la desorganización de microtúbulos y 

alteración en las mi t.oc:onclri as, re-fer ida anteriormente, lo cual 

se~alaria disfunciones en el transporte y suministro de requerimientos 

pi:'lre>. los nervios en su znn"'I distal. Además Edstron et.al. (1973> y 

Wheeler y col. <1971), que la fosforilac:ión o:·:idativa no se 

realiza norm8lmente. 

En las poblaciones enri CfLtec::i das en células 1gliales y en la de 

neL1ronas <-fiq.9 y 1 la> la cCJncentración de proteínas no di.fiere 

significa ti vam1-::mte del ~¡n.•po control a dosis de 1 uM de tullidinol, y 

asimismo no hay diferencia significativa estadísticamente a los 10 uM en :1 

24 horas de apl~cación, lo cual indica qL1e la toxina no altera éste 

parámet~o en tratamientos cortos y a dosis relativamente 

se aumenta la dosis, aún en tratamiento de 24 horas, se 

bajas. 

hace 

que la toxina causa disminución marcada del contenido proteínas 

del cultivo; este efecto podría deberse pequeNas pérdidas de 

Cuando 

evidente 

totales 

material 

ocasionadas por l~ lesión que la ácidez del medio provoca a las células, 

o bien por las alteraciones metabólicas, que 

celular. 

inhibirían el crecimiento 

En 24 horas de trat~miento con tullidinol Cfig. 7a> , se observa 

que la desoxiglucosa captada por la población mixta de glia y neuronas 

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



En las 48 horas de tratamiento ( fi. q. 7b), en el grupo 

tullicHnol lO ttM se det1?cta un;.~ t:<•ída i mpLir··tante en la captación 

d~ <2-DG*>, quR es dehida muy posih]emente A lo ~ue ya seNalabamos an-

tes, rle que el pfe~to rle la toxina sobre el metabolismo celular bloquea 

la qlicólisi~,; <Ednostron et.al. --·-·-·-·- 1973. y Wheeler 1971) , 

liber~ndose al medio productos ácidos, que bajan el pH del mismo. Y es 

ésta acidez la que da~a a las células y promueve que se desprentan de la 

caja en el momento de procesarlas, por la mismas tecnícas que a los 

otrnF.; grupos. Por lo que basandose en ésto, se eligió para los 

si fJ'lientes e:·:perimentcis el tiempo de incLtbación c:le las células con la 

tn:·:in.::1 t:le 24 horas. Etapa en lr.>. que la ácidez no es tan marcada y cuando 

no se detectan alteraciones morfológicas tan severas, ni pérdida de cé-

lulas en el procesamiento de las cajas cuantificación de 

La población enriquecida de células gliales, responde con Lln 

aumento de la captación de la desoxiglucosa desde la concentración de 

uM rle toxina <fig. 11b>, a diferencia de que la población enriquecida 

dt!! net.irQnas <-fig. 10a> a la misma cf.:>nc:entrac:ión, no se c.1bserva cambios, 

sino hast~ la concentración de 10uM donde se presenta un brusco aumento 

de la captación de <2-DG•>. Estos resultados indican que las neuronas 

y células gJfal•s en desarrollo son sensibles a la toxina alterando su 

metabrJl i smc:i? rle des~coplamiento de la 

~osforilación oxidativa. 

En la poblac:ión enriquecida de células glJales (fi g. 11b), la 

e· ó..\pt.~c i ón < 2-·DG-K·) en presencia de dosis crecientes de tullidinol, se 

incrementa gradualmente, siendo significativa la rljferencia ya desde las 

~usis más bajas de la toxin• <1 yM>; el efecto se sigue observando hasta 
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Jr1s 20 GM. Los resultados sugieren ~ue éstas células presentan un umbral 

1jp ten: i na bajo que la. 

r1UE?r·c;n;o1s., pero que a d:i. f€?r<2nci a de éstas, la 

corH:E~ntr-ac i eirH~s 1nayor-e!'":; de la to:·: in<'•, ya q1Je 

aumentando la captacion de <2-DG*l. 

pobl ,;:..ci ón 

población 

enriquecida e-:n 

glial sopor-t .. -=> 

aún a los 20 pM continúa 

Lo~ datos obtenidos en éste trabajo sugieren que los mecanismos de 

tom,3 de 1 a glucosa pudieran se..- distintos para las 

poblaciones. En un trabajo de L. M. Roeder y r.:ols. <1985) se 

di fer entes 

estudia el 

transpor-te de glucosa ~acia el interior de células disociadas de cereb..-o 

de rata, neu..-onales y no-neuronales, y se obtiene una función curvilínea 

en el transporte neto de (1.2- 3 H>2-DG a di fe..-entes concentraciones; 

la curva de Lineweaver-BuY-k revela claramente una cinética bifásica, 

característica de dos diferentes poblaciones. Además Lange y col s. 

1982) trabajando con lineas celulares cance..-osas, encontró una marcada 

difer-encia en la tasa de influj6 de glucosa ent..-e células del neuroblas-

toma y del alioma. Apoyándonos en éstas dos evidencias pc•demos suponer-

que las poblaciones gliales y neuronales del telencéfalo de embrión de. 

pollo presentan diferentes características cinéticas, en cuanto a la 

captación de desoxiglucosa, lo cual podría explicar las di-ferencias 

encontradas por nosotros en la captación de C2-DG*l en cultjvcs enrique­

cidos en célula~ neuronales y gliales en presencia de tul.lidinol. 

Si además tenemos en cuenta que los neuroblastos se encuentran en 

mayor cantidad a los siete días de edad del embr-ion (Sensenbrenner, 

1978) ' y que sólc. a del octavo d:r a empiezan a encontrar-se 

glioblastos, de modo que la diferenciación de las neuronas empieza antes 

del de las células qliales, por.:lr:r amos pensar que la población 

~nriquecida en células neuronales a los tres días da edad del cultivo 
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tiene un grado mayor de dift~renciación que 1 a población g 1 i al. Este 

hecho podri~ ir1cJdir en la interpretación de un comportamiento diferente 

en ambas pobl ar:::i ones fr·e1·1t~ a la tCJ:·: i n,i,\. Pero dado qLre las condiciones 

experimentales no son mi ~,mas ambas poblaciones (ejem. se 

utiliza diferente substrato y edad del cultivo> no sería adecuado una 

comparación estricta. Es necesario realizar otro tipo de disef'lo 

riment2l para arribar a conclusiones más firmes al respecto. 

Se cuantificó la concentración de proteínas totales por el método 

de Lo1-J1~y ( l.9!'.'i1 >. Aoki y r:cJl.. ( 1981), encuentran diferencias entre los 

grupos tratadas con la toxir1a y control, nuestro método no detecta éstas 

variaciones finas, por lo ot>serva que las proteínas totales 

es un parámetro que a cCJr t:.o plazo (en las primeras 24 horas> no se 

ve afectado por el tullidinol; por otra parte la demanda de energía de 

las células esté relacionada con la cantidad de tejido presente • Por 

lo tanto la normalización de los resultados de captación de <2-DG*> te-

niendo en cuenta las proteínas en las diferentes poblaciones, es ade~ua-

da. F'or ejemplo en el C,'ISO de 1 a población enriquecida en células 

neuronales (fig.10b) vemos que sí se normal~za por la concentración de 

proteínas respectivas, el E·fecto de 1 a to:·~ in a sobre la captación de 

<2-DG•> se hace aún más evidente • Este mismo comportamiento se observa 

en el caso de la población mixta de glia y neuronas 

población enriquecida de células gliales (fig. 12bl. 

( f i g. 8) y en 1 a 

Los datos obt~nidos en éste trabajo permiten afirmar que en el SNC 

en desarrollo, la toxina de la tullidora afer:ta morfólogica y fLrnci o-

nalmente a las células del tipo glial y a las del tipo neuronal, desde 

primeras 24 horas de tr . .,,.tarni i,;nto, pr·aduci éndose L1na profunda. 

1 



desorganización celular en tratamientos más prolongados. 

Pensamos que es importante continuar los estudios sobre la to>: i na 

de l~ tullidora ya que es una subst.e1nci r.i. i nt.er-esante desde el punto 

de vista bioquímico, capaz de alterar el metabolismo celular, y que po-

dría utilizarse como una herramienta para investiqar la bioenergetica 

dEisarrol lo. Por otra parte, sería 

i nvEist i qac i ón del efecto de la to:-: i na en el 

presentamos, estudiando por ejemple la producción de 

lA síntesis de proteínas, la ultraestructura, etc. 

ácj. dos 

interesante 

modelo que 

orgánicos, 

Por último los halla~gos del presente trabajo de tesis, pueden 

cual la aportar elementos cDmprensión del mecanismo por el 

toxina de la Tul lidera produce alteraciones del SNC que conforman el 

cuadro clínico de una 

salud pública. 

enfermedad que continúa siendo un problerriá ele 
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V.- Conclusiones 

·-El modelw "in \tit1-o" qLte se implemento/ es c;,decLtado para estudiar 

el efecto directo de la toxina sobre el sistema nervioso. Además per 

mite obtener por separado poblaciones enriquecidas de neuronas o de 

células gli2les, haciendo posible el estudio del efecto del tullidinol 
... 

sobr~ poblaciones especificas. 

- La toxina afecta a las células neurales tanto en condiciones de 

de cultivo mixto de neuronas y glía, como en los cultivos enriquecidos 

en Neuronas o en células Gllales. 

- A las 24 horas de tratamiento con tullidinol 10 uM
1
se afecta ~l 

metabolismo ce J. L!l a1~, produci é'ndose un aumento en 1 a captación de deso-

}:iglUCOSii:\ en las tres tipas de poblaciones estudiadas, aón antes de 

de que sea évidente el daNo morfológico. 

La captación de Desoxiglucosa aumenta de acuerdo con la caneen-

tración de la toxina. 

La concentración de proteínas totales en los grupos tratados 

con tullidinol 1 y to uM no varia en forma importante las primeras 24 

horas de tratamiento. 

- Con 48 horas de tratamiento con lullidinol las células se daNan 

severamente, observ...rndot~l~ daf'to morfcil.ógi co, Cé\Í da del contenido de pro-

teínas y de la captación de desoxiglucosa, sumada a una marcada acidifi-

ficación del medio de cultivo de las células. 
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