o672 7

B S

CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL PRODUCIDOS POR METABOLITOS TOXICOS PURIFICADOS
DE Fusarium moniliforme y F. subglutinans EN EQUIDOS

N
ﬂ\'\i)\‘g Ui Q?\Y“‘m

Tesis presentada ante la
Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la
Universidad Nacional Auténoma de México.
Para la obtencion del Grado de
Maestro en  Ciencias  Veterinavias
/)or
MARIO ALBERTO NIETO AVILA

Julio  de /;_77 -

TRy -

Aprobado: por
Dra. Pbh. D. Fernanda Texeira de Aranda

M.V.Z."M.C. Reyna Sdnchez San Martin
Asesor- Principal - -

[ 71R



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



LISTA

LISTA DE FIGURAS........
LISTA DE CUADROS. .. .....0v..
INTRODUCCION. ..ot iv i v cne o

A. Revisidn bibliografica.

ad). Antecedentes histéricos.
b). Caracter fsticas de la enfermedad...

c). Caracteristicas del agente........

dd. Caracteristicas de

B. Justificacidn..
MATERIAL Y METODOS. .
RESULTADOS. .. .......
DISCUSION........cu0.

CONCLUSIONES. « v\t easuee s ssus

BIBLIOGRAFIA...... .. 0o

la micotoxdna.

CONTENIDO

Pagina
et ee e [ R ¢




LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina
1. Edema perivascular 16,
2. Edema perivascular. J.S
3. Gliosis focal. ‘ 17,
4. Gliosis focal . . ) 17.
5. Separacidén entre la neurdpila y la pared

vascular . SRR s 18
6. Edema en sustancia blanca : 18.
7. Necrosis axonal 20.
8. Axén normal. . 20.
= Vazo sanguineoc. Complejo de unidn. 21.
10. Pared vascular normal. 21.
11. Edema perivascular . 22.

12.  Vaso sangufneo con adherencias hacia la

neurdpila 22a.
13. Hemorragia en telencéfalo. 24.
14. Hemorragia en sustancia blanca. : 24.
15. Gliosis focal en sustancia blanca. 25.

vi



16,

17.

18.

19,

20.

21.

Edema perivascular

Edema en la neurdpila. : =

Sustancia blanca normal.’ -’

Célula fagocitica periférica; a un :

vaso sanguineo.

Citoplasma de célula f'aécc.it Lc

Hemorragia y edema.

Discreto edema perivascular:

28,

[26.

26,

27.-

27.

29,

2ol




LISTA DE CUADROS

Cuadro Pdgina
1. Especies toxigénicas de fusarium

2. Esgquema de dosificacién de la micotoxina i2

vitd



RESUMEN

NIETO AVILA MARIO ALBERTO. Cambios ultraestructurales en
el sistema nervioso central producidos por metabolitos
téxicos purificados de Fusarium moniliforme y F. subglutinans
en équidos.CBajo la direccién de la MVZ. MC. Reyna Sanchez
San Martin Yy de la Dra. Ph.D. Fernanda Texeira de Arandad.

Micotoxina purificada e identificada como Fusarenona X.
aislada de maiz contaminado con los hongos Fusarium
moniliforme y F. subglutinans fué administrada a un grupo 3
équidos, a diferentes dosis en un intento de reproducir 1la
Leucoencefalomalacia Micotéxica de los Equinos C(LME>., Se
realizaron estudios anat.omopatolo’g;.cos. histopatoldégicos y
ultraesetructurales en los encéfalos de los equinos,
obser vindose como principales cambios histoldgicos la
presencia de edema, hemorraglas y reactividad glial en la
substancia blanca cerebral, Ultraestructuralmente los cambios
se identificaron predominantemente en la substancia blanca
donde se pudo apreciar una franca separacidén entre la pared
vascular y los procesos astrociticos adyacentes, formandose
un espacio que se encontré ocupado por un material
proteinacec y fibras de coldgena. lo que sugiere edema. Se
observaron también algunas zonas de edema en la neurdpila y
reactividad glial, especialmente células micreogliales activas
fagocitando restos celulares. No se demostré pérdida de
integridad en las paredes vasculares.

Se discute la relacidn de la dosis de micotoxina con la
intensidad de las lesiones y se proponen nuevos estudios que

permitan aclarar el proceso patogénico y las lesiones tipicas



de leucocencefalomalacia en équidos, usando metabolitos

téxicos de los hongos en cuestién.



SUMMARY

NIETO AVILA MARIO ALBERTO. Ultraestructural changes in
the central nervous system in equidae, produced by the
purified toxic metabolites of Fusarium moniliforme and F.
subglutinans C(Under direction of Reyna Séncl';ez San Martin M.
Sc. and Fernanda Texeira de Aranda Ph. D.D

The purified mycotoxin, identifies as Fusarenona X.
isolated from corn grain contaminated with Fusarium
montliforme and F. subglutinans, was administered to a group
of equidae, in different doses, as to induce the development
of - Equine Mycotoxic Leucoencephalomalacia C(LME for its
Spanish initialsd. N

The brains of these animals underwent a detailed
macroscopic, histopatologic, and ultraestructural study,
which revealed edema, hemorrhage and glial reactivity in the
white matter as the main changes. Ultraestructurilly, there
were clear spaces between the vascular walls and the adjacent
astrocytic processes, that were occupied by a proteinaceocus
material and collagen fibers. There were also some areas of
edema in the neuropil, as well as glial reactivity, with
active microglial cells phagocytosing cellular debris. Loss
of the integrity of the vascular walls was not demonstrated.

The relationship between dosage of the mycotoxin and the
intensity oh the injury is discussed. Further studies that
may explain the pathogenesis of the typical changes in LEM
in equidae, using toxic metabolites of the causative fungus

are proposed.’



INTRODUCCION

lL.a Leucocencefalomalacia es una neurcpatfa que se
presenta en caballos y asnos por el conéumo de grano
Cprincipalmente mafz) contaminado con hongos del género
Fuéa.rim. en el que destacan las especies F. moniliforme y F
subglutin ans2/°A40, 13,14,18,22,23,38.

Estos organismos producen micotoxinas que se han
clasificado en cuatro grupos que incluyen: butenolida,
moniliformina, tricotecenos Y zearalenona, siendo los
tricotecenos y sus derivados los que se pr oducen en mayor
cantidad por los hongos de este género 18, 25.34.33.

Las lesiones mas relevantes se presentan en la
substancia blanca subcortical del cerebro y corresponden a
necrosis licuefactiva, edema., hemorragias, infiltracidn
perivascular por neutrdfilos Yy eosindéfilos, presencia de
“celul as de edema cltotdéxico" y engrosamiento de las paredes

vasculares con separacidén de sus 148minas’ 97019217, 19,

20,20,37.

Considerando la naturaleza de las lesiones se puede
proponer al dafio vascular como la causa primaria del
problema. Para tratar de aclarar lo anterior se administré a
équidos, micotoxina purificada aislada de mafz contaminado
con hongos del género fusarium asociado a un brote de campo
de LME, en cuyos encéfalos se estudiaron los cambios
anatomopatoldgicos y ultraestructurales resultantes. De la
misma forma, este trabajo pretende sentar un precedente en el
manejo de metaboli;t,os téxicos purificados de Fusarium spp en

la induccidén de lesiones de LME.
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A. REVISION BIBLIOGRAFICA

ad. Antecedentes histdricos.

El primer reporte de LME se remonta a principios de
siglo, en los Estados Unidos. A partir de entonces se ha
informado de ella en varios paises incluyendo a Méxd co®®
8404219,22,28. g, 419001, Buckley y Mac Callum, en Maryland
E. U. reportaron una enfermedad de caballos a la que llamaron
"enfermedad del mafz mohoso"f.

Posteriormente Butler en 1902, reporté la muerte de un
equino causada por el consumo de mafz mohoso y al estudiar el
cerebro encontré 2zonas de reblandecimiento en substancia
blanca ©, y no es sino hasta 1835 que se hace el sigulente
informe en la literatura cuando Graham estudié§ una epizootia
de encefalomielitis en el estado norteaméricano de Illinois,
en donde murieron mas de B000 equinos, en dicho articulo,
haciendo un estudio retrospective, menciona brotes similares
en 1893 y 1914 en los cuales se asocld el problema con el
alimento a base de mafz. El autor recopila para este informe
los diversos nombres que en aquella época se daba al
padecimiento, a saber: Enfermedad del mafz mohoso, forraje
venenoso, enfermedad de la cafiuela, encefalomielitis equina,
pardlisis cerebroespinal y cerebritis??,

Schwart et al., en 1937, infermaron en Iowa E. U. la
muerte de equinos que presentaron cuadro clinico
caracterizado por signes nervicsos y al examinar los
cerebros encontraron zonas de licuefaccidn y desintegracidn
de la substancia bla}x;a en los hemisferios cerebrales, asi

como edema ¥y hemorragias. Lograron reproducir la enfermedad
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bajo condiciones experimentales y propusieron la existencia
de agentes téxicos producidos por microorganismos come
responsables de la enfermedad?®,

En 1943 Vander Walt y Steyn, describieron un sindrome
neurotéxico en caballos de Transval, Sudafrica, caracterizado
por lesiones cerebrales, dafios hepaticos, edema y
hemorragias, atribuyendo estas alteraciones a las toxinas
presentes en el frijol dulce C(Phaseolus vulgaris? y paja
contaminados con Fusarium moniliforme, que fueron consumidos
por los equinos a4,

Después de un largo perfodo en el que no se informé de
nuevos casos, Badiali, et al, menciconan cuatro epizodtias de
un sfindrome neuroldgico en asnos de Egipto en los aflos 1957,
1965, 19668 y 1968. Al estudiar los ‘cerebros de los asnos
muertos encontraron dreas necréticas, hemorragias y edema en
substancia blanca. Reprodujeron la enfermedad administrando
mafz contaminado con hongos del género Fusarium y la llamaron
leucoencefalomalacia equina, a la cual consideraron producto
de una micotéxicosis descartando a virus, bacterias y
protozoarios como agentes causales®?. Posteriormente Wilson y
Maronport, en 1871 en Suddfrica, aislaron el hongo F.
montliforme de maiz que causé LME, manifestando que ésta se
debe a metabolitos téxicos del agente. Al tratar de
reproducir experimentalmente la enfermedad obtuvieron solo
lesiones hepéti:asa7.

Kriek, et al, en 1981 intentaron repreoducir la LME en
caballos, cerdos, conejos, mandriles y ratas a partir de

alimonto contaminado con F. moniliforme, observando losiocnes
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cerebrales unicamente en caballos. El resto de los animales
presentd lesiones en higado, rifiones y corazdén. Propusieron
como posible causa de la enfermedad a la toxina

moniliformina, producida por el hcngczo

En 1982, Correa, et al. reportaron un brote de LME en

Brasil; aislaron a F. moniliforme de mafz mohoso y en los
estudios anatomopatoldgicos de los cerebros encontraron las
lesiones tipicas de la enfermedad'®.

En México, Sdnchez et al., en 1887 realizaron estudios
anatomopatoldgicos en encéfalos de equinos provenientes de
Xochimileco D.F., los cuales murieron después de mostrar un
cuadro neuroldgico. Encontraron lesiones cerebrales

caracter{sticas de LME, ademds de otros cambios patoldgicos

en higado y ~1fiones?®.

b>. Caracteristicas de la enfermedad.

Nombre: Leucocencefalomalacia Micotéxica de los équidos

CLME>'?,
Etiologfa: metabolitos tdxicos de hongos del género Fusarium,
principalmente £. moniliforme y F. subglutinans 87,38

Especies afectadas: Las lesiones cerebrales se presentan

exclusi vamente en équi doszo.

Curso: variable de 1 a 25 dfas 2920

S;gnos: se caracteriza por un cuadro neurcldgico severo que
incluye incoordinacidn, deambulacidn en circulos, movimientos
periddicos violentos de patas y cabeza, movimientos lentos de
ojos, depresidn, orejas erectas, apoyo de la cabeza contra
objetos sd6lidos (cefalead, ceguera, fiebre, postracion y

muer te2r4:5:0:7,49,20,20,38
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Lesiones anatomopatoldgicas: La LME se caracteriza por dreas
de malacia multifocal en la substancia blanca subcortical,
formando cavidades cuya distribucién puede ser unilateral o
bilateral no simétrica. Las zonas de cavitacidén en substancia
blanca contienen material fluido y fragmentos de tejido
necrosado. El contorno de éstas es irregular y generalmente
rodeado de vasos sanguineos de neoformacidén. Las dareas
vecinas de las zonas de malacia se encuentran edematosas y
hemorrégicas, Es importante hacer notar que algunos animales
que presentan antecedentes de consumo de alimento contaminado
con Fusarium no llegan a presentar el sindrome neuroldgico y
en otros casos en que los animales mueren despuds de un
cuadro clinico definido, no presentan las lesiones necrdticas
en substancia blanca cerebral, aunque si se puede encontrar
edema cerebral aunado a lesiones viscerales?410/28,2038
Caracteristicas histopatoldgicas: la presencia histolégica de
las d4reas de malacia corresponden a necrosis licuefactiva
acompafiada de zonas de hemorragia y edemal?

Domenech et «l., informan ademds, la presencia de un
infiltrade perivascular por células linfocfticas y algunos
actimulos de polimcrfcnuclearesa, Otros autores refieren la
presencia de eosinéflilos y algunas células plasméticas”’zn.

Sanchez et al., reportan que este infiltrado se deposita
entre las diferentes capas de los vasos sangufneos, las que
se encuentran moderadamente separadas. Mencionan ademds 1la
presencia de células fagocfticas y engrosamiento de la pared
vascular debido a proliferacidén de la adventicia?® Algunos

autores refieren la presencia de lipofucsinas en macréfagos y



neur onas""zn,

Caracteristicas ultraestructurales: hasta el momento no ha
sido posible encontrar en la literatura informes sobre los

detalles ultraestructurales de la enfermedad.

c). Caracteristicas c_ie.l agente.

Desde tiempos muy remotos hasta ‘la actualidad, 1los
cereales han sido parte esencial de la dieta en la mayoria de
las civilizaciones humanas y de sus animales domésticos.
Desde el descubrimiento de éstos el hombre ha tratado de
mejorar sus granos para obtener un mejor rendimiento. Hoy en
dia se ha conseguido producir granos mejorados que sin
embargo, no dejan de ser suceptibles al ataque de diversos
factores que merfran la productividad y calidad de los mismos.
Uno de estos factores son los hongos gque atacan a los
cereales ya sea durante su desarrollo en el campo o bien
durante su almacenamiento. Algunos de estos hongos pardsitos
producen metabolitos secundarios toxicos 1lamados
micotoxinas. Estas son importantes por que estdn implicadas
en toxicosis en animales incluyendo al hombre, cuando
consumen alimento contaminado con las mismas?.

Dentro del numeroso grupo de hongos que parasitan a los
cereales, se encuentra el género Fusarium. que corresponde a
organismos saprobios y fitopatdgenos ampliamente difundidos
en todo el mundo; este género tiene gran importancia en la
agricultura ya que fdcilmente parasita a un importante ntimero
de plantas cul tivables?. La clasificacidn taxondmica de

este hongo es la slguienbe?a



Reino: Vegetal

Sub reino: Fungi

Divisién: Eumycota

Su.bdi visién: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes

Orden: Moniliales

Familia: Tuberculariaceae

Género: Fusarium

Fusarium moniliforme es el hongo patdgeno del maiz mas comin
en todo el mundo, tanto en ambientes calidos y himedos como
ambientes secos y se ha logrado aislar hasta en el 100% de
las semillas en algunas muestras?¢32

En las mazorcas Fusartiun moniliforme se circunscribe

principalmente a granos individuales o dreas limitadas de la

mazorca. Los granos infectados desarrollan un moho
al godonosoz‘.
El género Fusariun presenta un importante nimero de

especies productoras de micotoxinas C(ver cuadro. 1) que estan
relacionadas con enfermedades téxicas en humanos, come el
cancer esofdglico; y en animales con sindromes hemorragicos y
estrogénicos, edema pulmonar, cirrosis hepitica, cambio graso
hepdatico, ' trombosis cardiaca, carcinoma esofagico y

leucoencefalomalacia, entre otrasZ32%

d>. Caracterfsticas de la micotoxina
La fusarencna X, micotoxina empleada para este

experimento pertenece al grupc de los tricotecenos, que han



Cuadro 1, Especies Toxigénitas de Fusariun

Seccién Especies
Eupicnotes F.merismoides
Arachnites F. nivale
Sporotrichiella F. sporotrichioide

F. Chlamydosporum

F. poae

F. tricinctum
Roseum F. Avenaceumn
Arthrosporiella F. semitectum
Gibbosum F. eguisett

F. acuminatum
Discolor F. sambucinum

F. culmorum

F. Graminearum
Liseola F. moniltiforme

‘ F. proliferatum

F. subglutinans

F. anthophilum
Elegans F. oxysporum

F. solant

Fuente: International Toxic Fusarium Reference collection

Fusarium Research Center.

The Pennaylvania State University, USA.
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sido clasificados con base en su estructura en cuatro grupos,
de los cuales los grupos A y B son producidos por Fusarium®®,

Dentro del grupo de los  tricotecenos tipo B, se
encuentran tres substancias: nivalenol, deoxinivalenol y

X.182%33% poia (ltima tiene como sindnimo los

fusarenona
nombres de fusarenona, monocacetilnivalenol y monocacetato de
nivalenol. Su nombre quimico es 4-acetoxi-3,7,15-trihidroxi

—~12-13-epoxitricotec -g~en-8-cna?®,
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B, JUSTIFICACION.

Los brotes de encefalopatias en équidos han ido en
aumento afio con afio, segun informes del Sistema de Vigilancia
Epizootioldgica de la Direccién General de Sanidad Animal de
la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidrdulicos. Los
registros correspondientes a los afios 1979 a 1987 muestran un
aumento en los estados de la Repiblica Mexicana donde se han
presentado neuropatias en équidos. En 1987 hube 59 informes
de brotes de enfermedades neurocldgicas, muriendos 266
animales®®., Con frecuencia, dichos brotes son atribuidos a
una etiologfa wviral sin tomar en:cuenta un probable origen
micotéxico, que es posible, sobre todo debido a las
inadecuadas condiciones de manejo de los granos en el medio
rural mexicano, situacidn que también puede estar presente en
otros paises donde se ha observado la LME. Por otro, lade no
se encontraron informes en la literatura referentes a la
utilizacidén de micotoxinas purificadas de Fusarium para
reproducir LME. De la misma forma no han sido estudiadas las
lesiones a nivel ultraestructural de esta entidad. Por
consiguiente, este trabajo pretende asociar a los principios
téxicos purificados de Fusariun con las leslones en tejido
nervioso caracteristicas de LME, que fueron estudiadas a
nivel ultraestructural, haciendo una contribucidén al

esclarecimiento del proceso patogénico de esta entidad.



MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la U.N.A.M., Ciudad Universitaria,
D.F., México, utilizando las instalaciones y equipo de los
Departamentos de Patologia y de Clinica para Equinos. Los
trabajos de microscopfa electrdnica de transmisién fueron
realizados en el Departamento de Patologfa Experimental del
Instituto Nacional de Neurologfia y Neurocirugia de 1la
Secretarfa de Salud.

La micotoxina purificada fué proporcionada por 1la
Doctora Magda Carvajal <(Laboratorio de Fitopatologfa del
Instituto de Biologia de la U.N.A.M.D Dicha micotoxina fué
extraida a partir de maiz contaminado con los hongos F.
montili forme y F. subglutinans, proveniente de lugares donde
han muerto equinos por LME. La micotoxina fué extraida
mediante los métodos de Stoleff y Thomas e ldentificada por
cromatograffa en capa delgada, espectroscopfa infra-roja y
espectrometria de masas llegando a la conclusidén de que se
trata de Fusarenona X perteneciente al grupe de los
tricotecenos grupo Bz*.

Para el desarrollo de la prueba biolégica se utilizaron
5 équidos (3 caballos y 2 asnos). Los animales se alojaron en
grupos previa identificacidén de acuerdo al tratamiento
correspondiente. La alimentacidn consistid en paja de avena y

grano de cebada administrados dos veces al dfa. para ésto se

»* " Las neceaidadesn aespecificas de material y equipo -]
detatlan on Lla descripciOn de la técnica corraegpondiente Yy on
las referencias indicadas

11
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contd con las instalaciones y el persohal ‘de.

Clinica para Equinos.

Disefio experimental.

Se establecid un disefic experimental mediante grupos
totalmente al azar con un grupo problema y uno testigo; el
primero formado de tres animales Cdos ca.ballos y un asnod y

el segundo de dos Cun caballo y un asno), desarrollando el

siguiente esquema de dosificacidn:

Cuadro 2, Esquema de dosificacidn.
GRUPO ANIMAL DOSIS PERIODICIDAD TIEMPO DOSIS
TOTAL TOTAL
CABALLO ES 40 mg Dl‘nio 30 DIAS 1.200 mg
PROBL. CABALLO 2 50 mg DIARIO 40 DIAS 2,000 mg
ASNO 1 50 mg DIARLIO 14 DIAS 700 mg

CABALLO 3
ASNO 2

La micotoxina se encapsulé junto con el gel de silice

como excipiente, utilizando cdpsulas de gelatina y fué
administrada por via oral.

El peso conjunto del gel de sflice y la micotoxina se
tomé como la cantidad especffica de dosificacién, ya que la
cromatografia de capa fina da cantidades de partes por billdn
de micotoxina que solo pueden ser cuantificados por métodos

mas sofisticados como la espectrometria de masas.
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Cuarenta y ocho horas después de completado el esquema
de dosificacién para cada animal Ceuadro 23, fueron
sacrificados utilizando pentobarbital sédico por via
endovenosa. A Cada equino le fue extrafdo el encéfalo
procediendo a preparar el tejido para microscopia electrénica

de transmisidén e histopatologfa de rutina.

Estudio ultraestructural.
Los tejidos fueron transferidos a una solucidén de

glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilatos 0.1 M. y pH
7.2 por 24 horas. Posteriormente las muestras se lavaron en
buffer de cacodilatos durante 10 minutos. A continuacidén
fueron postfi jadas en tetradxido de osmio al 1% Yy
deshidratadas con cambios sucesivos de acetona del 70%, 80X,
90% y absoluta durante 10 minutos en cada cambio. Se
preincluyeron en una solucidn 1:1 de resina epdxica CEPOND y
acetona absoluta por 18 horas y se incluyeron en EPON para
finalmente polimerizarse a 60°C por 18 horas. Los cortes
semifinos C(1ym.J y ultrafinos CB80-80 nm.D) se prepararon en un
ultramicrotomo American Optical OM V3. Las secciones’
semifinas fueron tefildas con azul de toluidina y evaluadas
con microscoplio de luz. Los cortes ultrafinos se contrastaron
con acetato de uranilo y citrato de plomo y se evaluaron en
un microscopioc electrénico de transmisidén Zeiss EM 10%¢
Estudio histopatoldgico.

En cada uno de los équidos sacrificados se practicd la

necropsia completa. Secciocnes de encéfalo de 0.5 cm.  de
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espesor fueron fijadas en formalina bufferada al 10%,
embebidas en parafina, cortadas

a 6 um. de espesor y
posteriormente tefiidas con hematoxilina y eosina (H y ED,

para su evaluacidén con microscopio de luz!.



RESULTADOS

Los resultados del estudio indican una relacién entre la
ingestién de Fusarenona X y la presencia de cambios
ultraestructurales en el sistema nervioso central en équidos.
De la misma forma fue posible observar que a medida que la
dosis total se incrementd, se presentd una mayor cantidad e
intensidad de lesicnes. A continuacién se describen las
cobser vaciones para cada animal en particular.

Caballo 1.~ Este animal recibid 40 mg. diarios de 1la
micotoxina por un perjicdo de 30 dfas, acumulando un total de
1200 mg. Durante la necropsia no hubo hallazgos macrosciépicos
en el sistema nervioso central, sin embargo, en el estudio
histopatelégico fue posible identificar dreas de edema, sobre
todo en las =zonas de transicién de corteza cerebral a
substancia blanca subcortical, predominantemente en las
porciones anteriores de la regidn telencefdlica (figura 1 y
2). De igual forma se encontraron numerosos focos de gliosis
¥y reactividad glial manifiesta en zZonas de substancia blanca
subcortical (figuras 3 y 4D.

Ultraestructuralmente. en la substancia blanca a nivel
telencefdlico se observéd 1la formacidn de un espacio
perivascular real debido a la separacidn de la pared de
algunos vasos sangufneos y los procesos astrociticos de la
neurépila adyacente (Cfigura 5). El espacioc formado se
encontré ocupado con fibras de coldgena y material
proteinacec homogeneo, lo cual sugiere edema. En algunas
zonas de la neurdpila se presentdé una moderada disociacidén en

sus componentes siendo ocupados los espacios por un material
18
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Figura 1. Edema perivascular. Zona de transicién

entre sustancia

gris y sustancia blanca

mostrando marcado edema perivascular y aspecto
esponjoso de la neurdpila adyacente. x 180O.

Figura 2. Edema
figura anterior,
y la espongiosis.

PRSNGSR

Detalle de 1la

mostrando el edema perivascular
x 320.
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Figura 3. Gliosis focal. Zona de sustancia
blanca subcortical a nivel telencefdlico
mostrando un acumul o de células gliales
reactivas. x 180.

Figura 4. Gliosis focal. Zona de sustancia
blanca adyacente a un vaso sanguinec mostrando
discreto acimulo de células gliales. x 240.



Figura S. Separacién entre la neurédpila y 1la
pared vascular. A. Pared vascular que muestra una
separacidén con la mambrana de los procesos
astriciticos adyacentes. B. Eritrocitos. C.
Neurgpila. x 12,500

L S S

Figura 6. Edema en sustancia blanca. A.
Disociacidn de los componentes de la neurdpila.
B. Formacifén de espacios que quedan ocupados por
material proteinacec que sugiere la presencia de
edema. x 4,000,
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con las mismas caracteristicas descritas para los espacios
perivasculares (figura 6. En la misma =zona, Sse observaron
ocasionales axones degenerados con disociacién secundaria de
la mielina CFigura 72, a diferencia de los casos testigo
donde se encontraron sin cambios C(figura 8).

A pesar de lo antericrmente mencionado, en ninguna
muestra de é€ste ni el resto de los casos fue posible
identificar alteraciones en la integridad de la pared de los
vasos sangufneos que siempre mostraron carac;ber isticas
normales C(figura 9 y 10].

Caballo 2, Este animal fue quien recibid la mayor
cantidad de micotoxina y durante el mayor periodo de tiempo.
Se le aplicaron 50 mg. diarios durante 40 dfas consecutivos
para llegar a un total de 2000 mg. durante la prueba. No se
ldentificaron lesiocnes macroscépicas a la necropsia, sin
embargo, fué en este caso en el que se cbservaron los cambios
histoldgicos y ultraestructurales mas relevantes.

Durante el estudio histopatoldgico se encontraron areas
de sustancia blanca subcortical con marcado edema
perivascular C(figura 11J asfi como puntos de adherencia entre
la adventicia vascular y neurépila adyacente formando una
imagen de “patas de arafia', y presencia de pequefias gotas
hialinas en el espacio peivascular <figura 12), lo que
coincide con la descripcidn de Jones para edema en
encéfalols, En este caso se presentaron también focos
hemorrdgicos en telencéfalo a nivel perivascular (figura 13D,
afectando pequelias zonas de la neurdpila adyacente en la que

se pudo  observar desmielinizacidn y edema (figura 14>. En
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2
i

I
Figura 7. Necrosis axcnal con restos membranosos
formando asas. Sustancia blanca subcortical. x
10,000.

Figura 8. Axdn normal. Axén mielfinico mostrando
perfecta compactacidn entre las laminas gQque
forman la vaina de mielina. x 40,000.
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Figura 9. Vaso sanguineo. Complejo de unidn. A
pesar de observarse una separacidn entre la pared
vascular ¥y la neurdpila (%, el vaso sangufneo
presenta morfologia normal. Obsérvese el complejo
de unidn entre dos células endoteliales.
Cflecha), x 31,500. - R

1
i
{
{
i

Figura 10. Pared vascular normal. Pequehio vaso
capilar mostrando un complejo de unidén normal
CFlecha) y abundantes vesficulas pinocitdticas
Ccabeza de flechad. x 31,500.
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Figura 11. Edema perivascular. Substancia blanca
subcortical donde se observa un vaso sanguineo
con marcado edema perivascular. x 200

Figura 12. Vaso sanguineo con adherencias hacia
la neurdpila. Vaso sanguineo mostrando delgados
filamentos de adherencia a la neurdpila Cflechad
y presencia de gotas hialinas en el espacio
perivascular Ccabeza de flechad. x 400.
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Figura 13. Hemorragia en telencéfalo. Hemorragia-
en: la zona de unidén entre sustancias gris y
blanca. x 180.

Figura 14. Hemorragia en sustancia blanca. Cambios
degenerativos en la neurdpila adyacente a un foco
hemorrdagico. x 200.
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este encéfalo se encontraron también discretos focos de
gliosis en substancia blanca Cfigura 185).

Mediante el estudio al microscopio electrénico de
transmisidn se identificé separacidén entre pared vascular y
neurdpila con. formacién de espacios perivasculares reales as{
como tumefaccidn de los procesos astrociticos que rodean a
los vasos sanguineos (figura 18). Se observdé separacidén de
las laminas mielfnicas asi como disociacién de la neurdpila
por causa del edema. (Muchos de los cambios observados en las
vainas de mielina de los animales de ambos grupos son
artefactos y aparecen como una separacidn de las 1aminas
mielinicas. Tal cambio se debe a las dificultades para
perfundir con glutaraldehido los encéfalos de estos animales
al momento del sacrificio)l. En los espacios formados al
separarse los componentes de la neurgdpila se encontraron
restos membranocsos (figura 17), alteracién que no aparecid en
los casos control (figura 18). Se pudo notar un aumento en la
poblacidn de células gliales especialmente células
microgliales con actividad fagocitica que se observaron
repletas de lisosomas secundarios lo que podria ser
indicativo de necrosis en el tejido nervioso con posterior
fagocitosis por parte de estas células (figura 18 y 20).

Asno 1. Este animal recibid una dosis total de 700 mg.
de fusarenona X, fracciocnada en 14 dosis diarias de SO mg. y
los hallazgos fueron los siguientes:

Ausencia de lesiones macroscdpicas. Histopatoldgicamente
los cambios se encontraron concentrados en la substancia

blanca de la regidén mesencefilica en donde se presentaron
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Figura 15. Gliosis focal en sustancia blanca. x
400.

PUREE S 20

Figura 16. Edema- perivascular. A. fibras de
coldyena en el espacio formado entre la pared
vascular y la neurépila adyacente. B. Disociacién
de 1la. neurdpila y presencia de un material
proteinacec de baja electrodensidad que sugiere

edema. x 5,00Q.



Figura 17. Edema en la neur Gpila. Discreta
disiciacién de las ldminas de mielina Cflechad) y
separacién de los componentes de la neurdépila. x

6,300.

blanca normal. Axones

Figura 18. Sustancia
morfoldgicas

miel fnicos con caracterfsticas
normales. x 16, 000.



Figura 19. Célula fagocfitica periférica a un vaso
sangufineo. Nétese 1la presencia de particulas
fagocitadas en el citoplasma de la célula
Cflechad. x 6,300.

Figura 20. Citoplasma de célula fagocitica
Cpericitod. Se pueden observar las particulas que
han sido fagocitadas C(flechas), formando lisosomas
secundarios. x 12,500.
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zZonas discretas de hemorragia. edema perivascular Yy
espongiocsis de la neurépila Cfiguras 21 y 22), asf como zonas
focales de reactividad glial en ( telencéfalo. No fue posible
encontrar lesiones ultraestructurales.

Caballo 3 y asne 2, En estos animales correspondientes
al grupo testigo no se identificaron lesicnes rnacrvoscépi cas,

histoldgicas ni ultraestructurales.
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Figura 21. Hemorragia y edema. Pequelia hemorragia
perivascular y moderado edema con cambios
degenerativos de la neurdpila. x 240.

Figura 22. Discreto edema perivascular. x 320.



DISCUSION

De los resultados de la investigacidn se desprende que
la micotoxina identificada como fusarencna X, producida por
los hongos Fusariun moniliforme y F. subglutinans, al ser
administrada en équidos es capaz de producir alteraciones en
el sistema nervioso central, que en este caso solo se
identificaron a nivel histoldgico y ultraestructural, sin
embargo, por el tiempe y dosis empleados no se logréd
reproducir la malacia observable macroscdpicamente que se
presenta en los casos de intoxicacidén Aatural.

Debido a la imposibilidad de encontrar reportes de
investigaciones previas en lo que respecta al uso de
micotoxinas purificadas en la reproducecidén de LME, no hubo un
punto de partida que nos indicara la forma de estructurar un
esquema de dosificacién que asegurara la presentacidn de las
lesiones tipicas de la enfermedad y se opté por desarrollar
uno en base a la disponibilidad de micotoxina que dicho sea
de paso es diffcil de obtener en grandes cantidades, razén
por la cual hubo de usarse un reducido nimero de animales de
experimentacion. Ademas, por estudios anteriores, estd
comprobado que no es posible reproducir lesiones nerviosas de
LME en animales de laboratorio quienes solo desarrollan
cambios vicerales, por lo tanto, es forzoso hacer el estudio
en équidoszo.

Con la dosificacidén al azar desarrollada en el estudio,

se pudo compreobar que la intensidad de las lesicnes fue
30
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diréctamente proporcional a la dosis aplicada y -al ‘tiempo de
. exposicidn a la micotoxina.

El perfodo de tiempo durante el cual se aplicé la
micotoxina se considera adecuado, ya que en experimentos
donde se ha alimentade a équidos con mafz contaminado,
aproximadamente al décimo dfa se inicia la presentacidn de
signos y lesiones de la enfermedadza,

Tendrd que profundizarse en el estudio patogénico del

. proceso, pues en este trabajo a pesar de haberse encontrado
edema e inciplente dafio en la substancia blanca cerebral, no
se demostré pérdida en la integridad de la pared vascular que
de esa manera pudiese explicar la lesidén. Sin embargo, la
falta de cambios vasculares en microscopia electrénica debe
ser tomada con precaucidn, ya que el muestreo utilizado para
este tipo de estudios reduce la posibilidad de una
observacidn mas amplia. Se debe, fuera de dudas, tomar en
cuenta la valiosa informacién de la microscopfa dJ6ptica que
muestra cambios vasculares evidentes. Probablemente los
cambios vasculares mas importantes se presentaron en vasos de
mayor didmetro, que no fueron muestreados para microscopia
electrénica, pero que fueron cobservados en la histopatologia.

Powell y Lampert proponen un interesante modelo
patogénico para explicar el edema. Afirman que la lesidén se
presenta por una alteracidn en 2l transporte activo de iones
y de agua ocasionando cambios en la permeabilidad de
membrana. Un posible mecanismo es la inhibicidén de la enzima
adenosin trifosfatasa CATPasa) que es especialmente activa en

el cerebro?. Jellinger y Seitelberger indican que 1la
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inhibicidén de eéte sistema enzimitico de membrana ha sido
observado en una variedad de formas experimentales de edema
cer e:br al por productos toxi cost®. El anterior modelo
patogénico es digno de ser tomado en cuenta para explicar el
edema que como consecuencia de la ingestidén de fusarencna X

se observd en este trabajo.



CONCLUSIONES
1. La toxina identificada como fusarenona X, producida . por
los hongos Fusarium moniltiforme y F. subglutinans es capaz
de producir lesiones en el sistema nerviéso cenf.ral de
équidos, que para este trabajo consistieron fundamentalmente
de edema, hemorragias, gliosis focal 'y difusa y reactividad

glial en la sustancia blanca del encéfalo.:

é. Las = dosis de micotoxina ‘utilizadas en el estudiac

resultaron subdptimas para produci rila‘necrosis licuefactiva

observable macroscépicamente - que sé presenta ~ . en ' casos

narturales de LME.

3. No se observan alteraéion_es ultraestructurales -de las

paredes vasculares en el sistema nervicso.ce 1l de " los

animales afectados. La intensidad de la 'vaécﬁ opaLia puede’ ser

mejor evaluada en los hallazgos de microscopia éptica. ™

4. Son necesarias nuevas investigaciones que permitan dejar
en claro el papel de los metabolitos téxicos de los hongos en

cuestidn.

8. Para abaratar los costos de experimentacidn sobre todo
cor‘\siderando la dificultad de obtener grandes cantidades de
micr;toxina puriticada, se suglere disefiar nuevos protocol os
_‘de investigacidn empleands cultivos de tejidos nerviosos para

probar el efecto neurotdxico de estas sustancias.
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