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ANALISIS MORFOLOGICO DEL EFECTO TOXICO DEL FRUTO DE LA Karwinskia
humboldtiana EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y PERIFERICO
DE RATAS

RESUMEN

El fruto de la Karwinskia humboldtiana (tullidora) causa alteraciones neurologicas después de la
ingestion, caracterizadas por flaccidez simétrica y paralisis ascendente similar al sindrome de
Guillain-Barré. En éste trabajo se describen las alteraciones morfologicas observadas en el sistema
nervioso central y en los nervios periféricos producidas por la ingestion crénica del fruto de la
tullidora. Se formaron cuatro grupos de ratas Wistar las cuales recibieron dosis fraccionadas del
fruto molido en suspension acuosa por via oral mediante una sonda. Una dosis de 1.5g/Kg seguida
de 4 dosis de 0.5 g/Kg a los 3, 7 10 y 14 dias después de la dosis inicial (dosis total 3.5 g/Kg) el
grupo control solamente recibio agua. Todos los animales fueron evaluados clinicamente. Las ratas
se sacrificaron por dislocacion cervical a los 24, 48, 58 y 112 dias. Se extrajeron el encéfalo, el
puente y la médula espinal y se fijaron en formalina al 10% amortiguada. Después los nervios
ciaticos fueron fijados en glutaraldehido al 2.5%. Todas las muestras se procesaron con técnicas de
rutina y especiales para su analisis mediante microscopia de luz. Una porcion de nervio se proceso
con la técnica para inclusion en resina epoxica, se obtuvieron cortes semifinos y ultrafinos para ser
observados por microscopia de luz y electronica respectivamente. Los animales tratados
desarrollaron paralisis progresiva hasta el dia 58 recuperandose completamente por el dia 112. En
los 6rganos del SNC se identificaron alteraciones morfologicas y estructurales tanto en las células
nerviosas como en los tractos de fibras nerviosas relacionadas con las vias motoras. Los nervios
mostraron desmielinizacion segmentada, pérdida de fibras e infiltrados celulares hasta el dia 58 y
cambios de remielinizacion en el dia 112. Este modelo experimental es reproducible y de facil
manejo lo cual permitird hacer estudios sobre el mecanismo patofisiologico de la enfermedad y
probar nuevas terapias para la neuropatia periférica.



MORPHOLOGIC ANALYSIS OF THE TOXIC EFFECT OF THE FRUIT Karwinskia
humboldtiana IN THE CENTRAL AND PERIPHERAL NERVOUS SYSTEM OF RATS

ABSTRACT

The fruit of the Karwinskia humboldtiana (buckthorn) cause neurological alterations after the
ingestion, characterized by symmetrical flaccidity and ascending paralysis similar to the Guillain-
Barre syndrome. In this work the observed morphologic alterations in the central nervous system
and the peripheral nerves induced by the chronic ingestion of the fruit of the tullidora are described.
Four groups of Wistar rats received oral doses of dried ground and sifted buckthorn fruit in an
aqueous suspension through an esophageal tube. One dose of 1.5g/Kg followed of 4 doses of 0,5
g/Kg at days 3, 7, 10 and 14 after the initial dose (total dose 3.5 g/Kg) the group control only
received water. All the animals were evaluated clinically. The rats were sacrificed by cervical
dislocation to the 24, 48, 58 and 112 days. Soon were extracted the brain, cerebellum, pons and
spinal cord, and they placed fixative solution of 10% buffered formalin. Later the sciatic nerves
were fixed in 2.5% glutaraldehide. All the tissue samples were processed with routine and special
techniques and observed with light microscopy. Fragments of nerve were embedded in epon, semi
thin and ultrathin sections were obtained and observed by light and electronic microscopy. Treated
animals developed progressive paralysis through 58 days, and then completely recovered by 112
days. The SNC organs showed morphologic and structural lesions in the neurons as in the nerve
tracts related with motor pathways. Sciatic nerves showed segmental demyelination, loss of fibers
and cellular infiltrates until 58 days after exposure and them re-myelinating changes at 112 days.
This experimental model is reproducible and easy to handle which will allow making studies on the
patophysiologic mechanism of the disease and may be useful to test new therapies for peripheral
neuropathy.



ANALISIS MORFOLOGICO DEL EFECTO TOXICO DEL FRUTO DE LA
Karwinskia humboldtiana EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL Y
PERIFERICO DE RATAS

1. GENERALIDADES DEL SISTEMA NERVIOSO.

El sistema nervioso es el conjunto de estructuras funcionalmente especializadas mediante las cuales el
organismo responde adecuadamente a los estimulos que recibe, tanto del medio externo como del medio interno.
De la forma en la que responde, depende la posibilidad de adaptacion al ambiente y por tanto, la supervivencia.

Sistema Nervioso Central (SNC) se constituye por dos érganos principales unidos entre si sin discontinuidad:
el encéfalo (cerebro y cerebelo) contenido en el craneo y la médula espinal alojada en el conducto raquideo.

El cerebro esta constituido por dos hemisferios, uno derecho y otro izquierdo, unidos por las comisuras
interhemisféricas. En conjunto tiene forma ovoide de extremidad gruesa posterior. Dorsalmente corresponde a la
boveda craneal; su cara basal descansa hacia delante sobre los pisos anterior y medio de la base del craneo y
hacia atras sobre el fentorium (tienda del cerebelo), que lo separa del cerebelo. La superficie de los hemisferios
cerebrales esta constituida por la corteza cerebral que en los mamiferos se desarrolla extraordinariamente y se
pliega formando circunvoluciones o giros que se hallan separadas por surcos o cisuras de diferente profundidad.
Desde el punto de vista evolutivo, los animales que poseen corteza se clasifican en dos grandes grupos:
lisencéfalos, los que tienen corteza lisa, es decir, sin pliegues, y girencéfalos los que presentan circunvoluciones.
La girencefalia parece complicarse a través de la escala evolutiva de los mamiferos, entre los cuales el hombre y
el delfin se hallan entre los girencéfalos mas complejos.

1.1. Los pliegues de la corteza cerebral presentan una superficie constituida por una gruesa capa de sustancia
gris y debajo de ella una zona constituida por sustancia blanca. La sustancia gris se compone de 6 capas de
células nerviosas o neuronas, son de forma estrellada o piramidal y varian en tamafio, siendo las mas grandes las
que se ubican en la quinta capa. Todas ellas se interrelacionan con células neurdglicas (astrocitos,
oligodendrocitos y microglia) y juntas se encuentran inmersas en el neuropilo (trama de aspecto fibrilar)
constituido por todos los procesos membranosos de las prolongaciones citoplasmaticas de las células neurales, y
también se encuentran los vasos sanguineos que nutren y oxigenan al tejido. El espesor y distribucion de las
capas en la corteza varia de una region a otra en el cerebro.

Del exterior hacia el interior el nombre que reciben estas capas son:

I. Capa molecular

II. Capa granulosa externa

II1. Capa piramidal externa

IV. Capa granulosa interna

V. Capa piramidal interna

VI. Capa polimorfa o multiforme

La sustancia blanca, se encuentra constituida por los axones o fibras nerviosas, astrocitos, oligodendrocitos y
vasos sanguineos. Debajo de los pliegues y en areas centrales de los hemisferios se situan grupos de células
nerviosas denominadas “nucleos de los hemisferios cerebrales” entre los que destacan, se mencionan a los
ganglios basales, que corresponden a masas de sustancia gris situadas entre la sustancia blanca profunda.



1.2. Estructuras Cerebrales.

El estudio de la arquitectura cortical ha permitido definir ciertas areas de los hemisferios cerebrales para
establecer zonas funcionales de la corteza cerebral. La carta de Brodmann es de uso habitual en la clinica
neuroldgica y para estudios neurofisiologicos experimentales; por ejemplo, el Area Motora se halla ocupando
la mayor parte de la circunvolucion precentral y la zona anterior del 16bulo paracentral (que se encuentra en la
superficie medial del hemisferio) y que corresponde al area 4 de Brodmann, la que ademas ha sido subdividida
teniendo en cuenta diferencias en la arquitectura celular. En cambio, para realizar estudios morfolégicos
(macroscopicos y microscopicos) se hace uso de coordenadas estereotaxicas de Bregma. Y en particular, nuestro
estudio se centrd en un area especifica del cerebro, el area motora.

1.3. Cerebelo.

El cerebelo esta formado por dos hemisferios entre los cuales se halla una porcién media, el vermis que en la
superficie superior sobresale de los hemisferios, los que descienden hacia los lados en ligero declive. La
superficie de éste 6rgano presenta numerosos pliegues finos, las folias las cuales estdn separadas por surcos de
diferente profundidad y ademas se disponen transversalmente en su mayor parte.

El cerebelo esta unido al tallo cerebral por los tres pares de pedinculos cerebelosos: los inferiores o cuerpos
restiformes lo relacionan con el bulbo y la médula espinal; los medios o brachia pontis contienen fibras que se
dirigen del puente al cerebelo, y los superiores o brachia conjuntiva conducen en su mayor parte fibras de los
nucleos centrales del cerebelo al tallo cerebral y al diencéfalo.

La corteza cerebelosa presenta el mismo modelo estructural y los mismos tipos de conexiones sinapticas en
todas sus regiones. Histolégicamente se definen tres capas:

I. Externa o molecular

II. Intermedia ganglionar o de células de Purkinje

III.Interna o granular

Hay cinco tipos de neuronas en la corteza: las células de Purkinje, las células de Golgi, las células estrelladas
externas, las células en canasta y las células granulosas.

La capa molecular se forma en gran parte por las ramas de bifurcacion de los axones de las células granulosas,
que cursan siguiendo el eje longitudinal de las folias, también se hallan las arborizaciones dendriticas de las
células de Purkinje y de las de Golgi. Contiene los pequefios somas, dendritas y axones de las células estrelladas
externas (Golgi tipo I o de axon largo y tipo II de axon corto) y de las células en canasta, las cuales tienen un
soma pequefio y da origen a dendritas que se ramifican en la parte profunda de la capa molecular; su axén sigue
un trayecto paralelo y al pasar sobre un cierto numero de células de Purkinje, emite colaterales descendentes que
establecen sinapsis con la parte basal de éstas células. Las células de Purkinje son las neuronas mas
caracteristicas del cerebelo, su soma tiene aspecto piriforme, de la parte superior estrecha, se origina una gruesa
dendrita que luego se subdivide en dos o tres secundarias las que originan un exuberante penacho.

Los axones de las células de Purkinje terminan en su mayor parte en los nucleos centrales del cerebelo, pero
algunos llegan directamente a los nicleos vestibulares. La capa granulosa contiene una numerosa poblacion
neuronal, las células son pequeiias, de soma esférico, con dendritas escasas y cortas en forma de garra y forman
parte de los glomérulos cerebelosos para hacer contacto con las fibras musgosas y las células de Golgi. El fino
axon de las células granulosas asciende a la capa molecular y se bifurca en T. Las células de Golgi se hallan en
la parte superficial de la capa granular y por debajo de las células de Purkinje. Tienen un soma grande de forma
estrellada, del que se origina un arbol dendritico muy frondoso en espinas que se expande en la capa molecular.



1.4. El Tallo Cerebral

Esta constituido por las estructuras derivadas de las tres ultimas vesiculas cerebrales secundarias, entre ellas el
metencéfalo del cual proviene el Puente ventralmente y el cerebelo dorsalmente. La caracteristica mas
importante del puente, es la aparicion en su parte ventral de una ancha banda transversal, la porcion basilar,
formada por fibras pontocerebelosas, entre las cuales pasan, disociadas, las fibras de los haces corticoespinales.
Dorsalmente se encuentra el piso del cuarto ventriculo en cuya parte lateral, bajo el area acustica se hallan los
nucleos vestibulares y lateralmente a éstos los cocleares dorsal y ventral, en relacion con el cuerpo restiforme;
los nucleos vestibulares y cocleares pertenecen al VIII nervio.

1.5. Médula Espinal.

La médula es un 6rgano cilindrico y en la mayor parte de su extension esta ligeramente aplanada en sentido
ventrodorsal. Presenta dos ensanchamientos uno braquial, y otro lumbar, en relacion con los nervios que se
distribuyen, respectivamente, por los miembros superiores e inferiores. Muestra 4 caras que son: la ventral o
anterior, las laterales y la dorsal o posterior. Al hacer un corte transversal de la médula aparecen dos aspectos
distintos en el tejido nervioso que la constituye; en el centro, de color amarillo pardo, se halla la sustancia gris y
en la periferia, rodeando a aquélla, se ve la sustancia blanca formando los llamados cordones medulares:
ventrales, laterales y dorsales. Los cordones dorsales estan separados en la linea media por un tabique que parte
del surco medio dorsal y llega hasta la sustancia gris, llamado septum medio dorsal.

El aspecto general de la sustancia gris es de una H o de una mariposa con las alas extendidas. Se compone de las
siguientes regiones: dos astas dorsales, dos astas laterales, dos astas ventrales y la comisura gris, parte
intermedia que une ambos lados de la sustancia gris y ahi se encuentra el conducto o canal ependimario.

En la médula, la sustancia gris esta constituida por cimulos de neuronas y glia; algunas neuronas quedan
totalmente dentro de ella (ax6n corto o de Golgi tipo II), otras de axén largo (o Golgi tipo I), lo envian a los
cordones medulares o a las raices ventrales, permaneciendo en la sustancia gris el cuerpo celular y las dendritas.
La sustancia blanca esta formada por fibras nerviosas (axones de las neuronas) generalmente revestidas de
mielina y por glia. Las proporciones de sustancia gris y blanca varian seglin la region de la médula considerada;
en general, cuanto mas inferior sea el nivel medular que se observa, mayor sera la cantidad de sustancia gris y
menor, proporcionalmente, la de sustancia blanca.

En general en las neuronas de las astas dorsales se recibe informacion de la periferia a través de las raices
dorsales de los nervios espinales, que contienen las ramas centrales de las neuronas aferentes cuyo soma se
encuentra en los ganglios espinales. La prolongacion periférica de estas neuronas termina en relacién con
receptores distribuidos en el tegumento, musculos, articulaciones y visceras, del cuello hacia abajo. Y en las
astas ventrales, algunas neuronas reciben la informacion procesada de las neuronas sensitivas del asta dorsal y
otras la reciben directamente de los somas contenidos en los ganglios, por lo que la respuesta a la informacion
recibida se llevara a cabo por las neuronas eferentes llamadas motoneuronas; particularmente, estas neuronas
originan axones que salen de la médula por las raices ventrales, cursan por los nervios espinales y periféricos, y
terminan en las fibras musculares estriadas formando complejos neuromusculares (placas motoras) (Lopez-
Antinez, 1983; Junqueira y Carneiro, 2000; Gartner y Hiatt, 2002).



2. Patologia del Sistema Nervioso Central

Cada 4rea del sistema nervioso tiene funciones especificas y las lesiones circunscritas (focales) del sistema
nervioso producen sintomas y signos clinicos caracteristicos; los estudios neuroldgicos y neurofisiologicos
pueden identificar estos sintomas y signos, y sugerir la localizacion neuroanatomica apropiada para la
alteracion. Teniendo de esta manera una clasificacion de sindromes ocasionados por alteracion o dafio de ciertas
regiones del cerebro, por ejemplo el sindrome del 16bulo occipital, sindromes cerebelosos y sindromes de la
médula espinal. Se pueden presentar otras lesiones que causan alteraciones estructurales y funcionales
especificas en estos 6rganos como son: edema cerebral, trombosis, hemorragia intracerebral, hipoxia, isquemia e
infarto (secundario a lesiones vasculares). Hay enfermedades que pueden ser originadas por infecciones
(bacterianas, fungicas y virales) y por pardsitos (toxoplasmosis y cisticercosis). Otras enfermedades son
producidas por trastornos neurodegenerativos (Alzheimer y Parkinson), por tumores diversos (como los
gliomas), por alteraciones neurometabolicas debidas a deficiencias enzimaticas. Hay alteraciones que se
originan por trastornos en la vaina de mielina produciendo desmielinizacion (esclerosis multiple) por procesos
inflamatorios agudos o crénicos y autoinmunologicos. También estan las enfermedades toxicas causadas por la
ingesta de liquidos o soélidos, metales pesados, farmacos y drogas, y las enfermedades nutricionales por
deficiencias vitaminicas o por hipoglucemia, por excesos de amonio, por uremia o por depdsitos de bilirrubina
en el cerebro. Por lo que entonces las encefalopatias y mielopatias son todas aquellas alteraciones que se
producen debido a cambios morfoldgicos, estructurales y/o funcionales en las células nerviosas o neuronas, en
las células neurdglicas y/o en los axones o fibras nerviosas (Brumback y Leech, 1995).



3. Sistema Nervioso Periférico.

El sistema nervioso periférico (SNP) comprende todo el tejido nervioso fuera del encéfalo y la médula espinal,
de los cuales surgen los nervios craneales y espinales que contienen las prolongaciones de las neuronas
aferentes y eferentes. Cada uno de estos tipos de neuronas se subdivide en somaticas y viscerales. Las neuronas
aferentes somaticas conducen informacion de receptores situados en la piel, mucosas ectodérmicas, musculos,
tendones, articulaciones y oido. Las neuronas aferentes viscerales llevan impulsos originados en los receptores
de las visceras, gustativos y olfativos. Las neuronas eferentes somaticas inervan el musculo estriado derivado de
las somitas. Las neuronas eferentes viscerales llevan impulsos a los efectores viscerales: musculo liso, miisculo
cardiaco, glandulas y el musculo estriado que esta en relacion con el esqueleto visceral que proviene de los
arcos branquiales.

Los nervios espinales contienen fibras aferentes y eferentes tanto somaticas como viscerales. Los nervios
craneales tienen una organizacién muy variable en cuanto a las fibras que los forman. Algunos, como el X
(vago) poseen hasta cinco variedades de ellas. Los componentes viscerales del sistema nervioso periférico y los
ganglios paravertebrales, prevertebrales y paraviscerales a ellos asociados, constituyen el sistema
neurovegetativo que se subdivide en parasimpatico y simpatico e interviene en la regulacion de la actividad de
las visceras.

3.1. Estructura Anatémica de los Nervios Periféricos.

Los nervios periféricos constituyen un intrincado sistema de conduccion que sirve como mediador a los
impulsos nerviosos que viajan en ambas direcciones entre el sistema nervioso central (SNC) y otros tejidos del
cuerpo, y a través de los cuales son reguladas muchas funciones organicas importantes. Con fines descriptivos
los nervios periféricos pueden clasificarse segun su funcion y origen en el SNC en: nervios craneales que
emergen de la base del encéfalo; nervios espinales que se originan en la médula espinal; y sistema nervioso
auténomo que estd intrincadamente asociado con los nervios craneales y espinales, pero difiere en funcion y
detalles de estructura y distribucion.

Los nervios periféricos estan constituidos por diferentes tipos de fibras, dependiendo esto del calibre de las
mismas, de su velocidad de conduccion, de la duracion de la espiga del potencial de accion, de la duracion y
existencia de pospotenciales, etc. Los factores mas importantes, cuando menos desde el punto de vista practico,
parecen ser el calibre de la fibra y por consiguiente la velocidad a que conduce. De acuerdo con esto, las fibras
de los nervios periféricos fueron clasificadas por Erlanger y Gaser (1937), citado por Barr (1975) y Lopez
Antinez (1983), en tres grupos a los que llamaron A, By C.

Las fibras A, mielinicas, son las mas gruesas y por consiguiente, las de mayor velocidad de conduccion. Las
fibras B, también mielinicas, corresponden principalmente a las fibras preganglionares del sistema visceral, y las
fibras C, amielinicas, se encuentran asi mismo en el sistema visceral como fibras postganglionares, y
corresponden también a algunos tipos de fibras sensoriales, somaticas y viscerales.



En los nervios periféricos existen tres vainas: epineuro, la mas externa; el perineuro, la intermedia, y el
endoneuro, situada internamente.

El epineuro esta constituido por fibras colagenas y elasticas que forman una envoltura en todo el nervio.
Representa a la duramadre en los nervios periféricos. Forma una matriz laxa que cubre a los fasciculos de fibras,
protegiéndolos contra las fuerzas que tienden a deformarlos. Por el epineuro cursan los vasos que irrigan al
nervio.

El perineuro contiene fibras colagenas dispuestas en varios sentidos formando laminas, separadas por células
aplanadas y especializadas, orientadas circularmente formando lamelas concéntricas. El perineuro cubre a
fasciculos de fibras del sistema nervioso periférico por completo, incluyendo estructuras auténomas y de las
raices espinales, donde se contintia con la piamadre a las terminaciones nerviosas distales. En terminaciones
sensoriales, el perineuro se une con las vainas envolviendo a los 6rganos terminales.

Las células perineurales tienen una cantidad moderada de organelos citoplasmicos y numerosas vesiculas
pinociticas grandes; ademas estan presentes en el citoplasma unas estructuras parecidas a miofilamentos, en
vista de lo cual, se ha postulado un papel de contractilidad para el perineuro. Estas estructuras estan revestidas
externamente por una ldmina basal. Se ha mostrado que en la unién neuromuscular, las prolongaciones de la

célula perineural forman una cubierta con aspecto de campana que no hace contacto directo con la fibra. Existe
un espacio de union llamado "unién gap o nexo", de 1 a 1.5 um situado entre la terminacion de la vaina
perineural y la lamina basal que envuelve a la fibra muscular, (Dick et al., 1984).

Muchos estudios sostienen el concepto de una barrera perineural, que funciona para muchas macromoléculas,
asi como el de transportar selectivamente materiales y fluidos del exterior hacia los espacios endoneurales.

El endoneuro es el espacio limitado entre las células perineurales y las fibras nerviosas. Los constituyentes
endoneurales incluyen fibras coladgenas, orientadas longitudinalmente de manera general, junto con finas
fibrillas y material granular amorfo. Las fibras colagenas estan frecuentemente agrupadas en paquetes. En
muchas neuropatias cronicas, el area endoneural total aumenta, caracterizdndose esto por el incremento en la
cantidad de fibras colagenas y del espacio intersticial.

Otros elementos presentes son los fibroblastos, atin cuando no son numerosos. Son facilmente identificados
dentro del endoneuro, son caracteristicos por su forma y sus largos y tenues procesos que van de 1 a 4 en cortes
seriados; se les encuentra situados en los septos subperineural y endoneurales. En cortes longitudinales y vistos
al microscopio de luz, los fibroblastos son raramente distinguibles de las células de Schwann.

Ultraestructuralmente, los fibroblastos son identificables en cualquier plano de corte por la ausencia de
membrana basal y por el citoplasma rico en ribosomas y reticulo endoplasmico granular. Como una regla
general, los fibroblastos representan el 5 % o menos de todas las células que estan dentro del espacio rodeado
por el perineuro. ElI 90 % son células de Schwann y el resto son células endoteliales, pericitos y mastocitos
ocasionales.



En estados patologicos, la respuesta usual de los fibroblastos es a proliferar; sin embargo, su proporcion con
respecto a todas las células no cambia mucho, porque las células de Schwann proliferan mucho mas en
respuesta a estimulos patologicos, (Asbury y Johnson, 1978).

Las vainas de los nervios periféricos parecen desempeiar funciones muy importantes: a) difusion de sustancias
dentro del nervio, b) regulacion de la presion intrafascicular y c¢) regeneracion nerviosa, (Lopez Antinez,
1983).

3.2. Estructura de las fibras nerviosas.

Estan constituidas por un axén y por sus vainas envolventes. Los grupos de fibras nerviosas forman haces o
tractos del sistema nervioso central y los nervios del sistema nervioso periférico. El axén es una prolongacion
neuronal protopldsmica, tinica y alargada, con la funcioén especializada de conducir impulsos desde la zona
dendritica y termina en cierto nimero de botones terminales o telodendrones axdnicos. Aunque el cuerpo celular
usualmente esta localizado en la zona dendritica, puede yacer dentro del axén (por ejemplo en las neuronas
auditivas) o estar unido al lado de él (por ejemplo en una neurona bipolar). El tamafio de las neuronas y la
longitud de sus prolongaciones varian mucho en diferentes partes del sistema nervioso.

Los axones del tejido nervioso adulto estdn envueltos por pliegues tinicos o multiples formados por una célula
envolvente. En las fibras nerviosas periféricas esta célula se denomina "célula de Schwann". En el SNC las
células envolventes son los oligodendrocitos. Los axones de pequefio didmetro estdn envueltos por un unico
pliegue de la célula envolvente, constituyendo las fibras nerviosas amielinicas. En los axones de mayor calibre,
la célula envolvente forma un repliegue envolviendo en espiral al axén. El conjunto de estas envolturas
concéntricas se denomina "vaina de mielina" y las fibras se llaman fibras nerviosas mielinicas.

Los axones se presentan por lo general como prolongaciones tnicas y netamente definidas. Se originan
habitualmente en el soma y aparecen como una elevacion conica, llamada "cono de origen o monticulo del
axon", pero pueden nacer también en la parte basal de la dendrita troncal.

El cono axoénico se describe como una region del pericarion que es distinguida por su deficiencia de substancia
de Nissl o material basofilo. Tal zona es facilmente aparente en microfotografias electrénicas de grandes
neuronas, en las cuales el cono axonico tiene una cantidad considerablemente reducida de reticulo endoplasmico
granular. Los organelos predominantes en el citoplasma de esta region son ribosomas libres y mitocondrias, y
los neurofilamentos y microtibulos que pasan al interior del axon.

3.3. Patologia del Sistema Nervioso Periférico.

Es sabido que las neuronas no se dividen, por lo que su destruccion representa una pérdida permanente. Sus
prolongaciones, no obstante, pueden regenerarse dentro de ciertos limites debido a la actividad sintética de los
respectivos pericariones dado que estos no estan lesionados. Cuando una célula nerviosa se destruye, las que
estan unidas a ella no sufren, excepto en los casos raros en que una neurona recibe impulsos exclusivamente de
otra. En este caso, la neurona que queda completamente privada de impulsos nerviosos por la destruccion de la
otra sufre la llamada "degeneracion transneural".



En contraste con los elementos nerviosos, las células de la neuroglia, asi como su equivalente en el SNP (células
de Schwann y células satélites de los ganglios nerviosos) estan dotadas de gran capacidad de proliferacion. Los
espacios dejados por las células y fibras nerviosas del SNC destruido por accidente o enfermedad se rellenan de
células de neuroglia.

Debido a su distribucion por todo el cuerpo, las lesiones de los nervios son relativamente frecuentes. Cuando un
nervio es seccionado, se producen alteraciones degenerativas, seguidas de una fase de reparacion.

En un nervio lesionado se debe distinguir la parte de la fibra que por la lesion se separé de su neurona (parte
distal) y la parte que continiia unida a la neurona (parte proximal). El segmento proximal frecuentemente se
regenera por mantener contacto con el pericarion que es el centro trofico, mientras que el segmento distal
degenera por completo y acaba siendo reabsorbido.

La figura 1, explica de modo esquematico las modificaciones que ocurren en las fibras lesionadas y en los
respectivos pericariones. El cuerpo celular cuyo axon sufre lesion muestra las siguientes alteraciones:

a. Cromatolisis, es la disolucién de los corpusculos de Nissl y consecuentemente disminuciéon de la basofilia
citoplasmica.

b. Aumento del volumen del pericarion.

c. Desplazamiento del nicleo a la periferia del pericarion. Una pequefia extension de la fibra lesionada degenera
junto a la herida, pero su crecimiento se inicia una vez que los macrofagos remueven los restos degenerados,
(Barr, 1975; Lopez Antinez, 1983; Robbins et al., 1986; Chusid, 1987; Junqueira y Carneiro, 2000; Gartner y
Hiatt, 2002).

La neuropatia periférica es la alteracion mas comun y consiste en cambios degenerativos en los nervios
periféricos, que causan pérdidas de sensibilidad y debilidad motora. Se afectan primero las porciones distales de
los nervios con sintomas en las manos o pies. Hay multiples causas de la neuropatia periférica, incluyendo
deficiencias nutricionales, infecciones bacterianas (lepra) y virales, toxinas de varias clases y desérdenes
metabolicos como la diabetes. Independientemente del agente etiologico aparente, es probable que la
avitaminosis, especialmente la del complejo B sea un factor importante en muchos casos (Ortiz-Hidalgo y
Weller, 1992).

La degeneracion de un nervio periférico a raiz de un corte o alguna lesion a nivel mas proximal, esta siempre
acompafiada por cambios reactivos en las células de Schwann. Los axones que han sido seccionados de su
centro trofico o sea del cuerpo celular, degeneran en un lugar distal a la seccion. Este proceso degenerativo
recibe el nombre de degeneracion walleriana. Incluye toda la parte distal de un axén asi como sus
ramificaciones terminales. Si bien es posible observar los primeros sintomas cerca de la parte seccionada, los
cambios afectan a toda la region distal de manera mas o menos simultanea.



Figura 1.- Degeneracion y regeneracion del axén con cambios en el soma neuronal.
Se muestran cambios locales, una reaccion anterégrada y reaccion y regeneracion
retrogrados. Tomado de Gartner y Hiatt, 2002.

Los primeros cambios en el axon se producen en los nédulos de Ranvier con el edema del axoén y la rotura de las
mitocondrias. A las pocas horas empiezan a fragmentarse las partes paranodales de la vaina de mielina y
comienzan a aparecer gran cantidad de hendiduras en los internodulos que se asemejan a las cisuras de Schmidt-
Lanterman. A esto sigue la fragmentacion de toda la vaina mielinica que aparece como una cadena de materia
ovoide o vesicular en los preparados tefiidos con colorantes normales para la mielina (tal como el tetréxido de
osmio). Estas masas se vuelven mas densas y fragmentadas y junto con los desechos del axoplasma degenerado
son fagocitadas por las células de Schwann que invaden la parte afectada del nervio desde la corriente
sanguinea. Estas células se llenan con vacuolas y cuerpos densos y heterogéneos de gran tamafo, que contienen
en su mayor parte lipidos provenientes de la degeneracion adicional de los fragmentos de mielina.

Las células de Schwann se hipertrofian y aumentan considerablemente de nimero. La proliferacion puede
continuar por espacio de tres semanas y el nimero de células puede incrementarse hasta mas de 10 veces la
poblacion original. Resulta obvio que extensas partes de la membrana de la célula de Schwann sufran
alteraciones en el curso de la fragmentacion de la vaina mielinica, pero en realidad hay pocas que mueren.
Durante el curso de su proliferacion las células de Schwann parecen liberarse de la lamina basal que las rodea,
permaneciendo ésta como una serie de tubos orientados longitudinalmente. Las células de Schwann forman a lo



largo de éstos tubos una masa interdigitada de prolongaciones citoplasmicas que, junto con la materia de los
tubos nombrados, parece guiar a los brotes axonicos en regeneracion hacia el segmento degenerado distal, o sea
desde el lugar proximal del corte hasta su parte distal.

Los compartimientos formados por las prolongaciones interdigitadas de las células de Schwann y la lamina
basal reciben el nombre de "tubos de Schwann" o "bandas de Von Biingner".

A medida que avanza la regeneracion de los axones, las células de Schwann se vuelven mas ordenadas,
colocandose gradualmente en formacion lineal sobre la base de los tubos remanentes de la ldmina basal. Los
nuevos axones se invaginan dentro de los tubos y comienzan a mielinizarse de nuevo. Los nuevos internddulos
de mielina son, por lo general, mas cortos y delgados que aquellos del nervio normal.

Otra de las neuropatias periféricas que se presenta es la desmielinizacién segmentada la cual empieza por un
ensanchamiento de la unién nodal. El patron es casual, es decir que no hay un agrupamiento sistematico de la
desmielinizacion en ciertas fibras, como ocurre en la neuropatia urémica con una desmielinizacion secunda-ria.
Muchos internodos de la misma fibra tienden a diferir con la edad y la severidad.

Ultraestructuralmente, los primeros cambios vistos son en el nodo de Ranvier, aunque las cisuras de Schmidt-
Lanterman pueden mostrar cambios simultineamente. La mielina terminal se separa en asas del axolema, de la
célula de Schwann nodal aparecen dedos hinchados de citoplasma y también restos de mielina, particularmente
del colapso de la lamela interna de la mielina en asas terminales adyacentes al axolema.

Al evolucionar la desmielinizacidn, ocurren retracciones adicionales de las asas terminales, y se incrementan las
cantidades de los restos de mielina acumulados en el citoplasma de las células de Schwann paranodales, las
cuales a menudo se desprenden del nodo de Ranvier, ademds de este modo se ensancha la unién nodal dejando
¢ésta cubierta s6lo por membrana basal.

Varios dias después de la desintegracion de la mielina, aparecen en el tejido numerosos macroéfagos y fagocitan
los restos de mielina parcialmente digerida, frecuentemente junto con un delgado borde de citoplasma de la
célula de Schwann.

Todos estos cambios han sido posibles de observarse mediante los estudios hechos con las toxinas de la difteria,
la cual produce una neuropatia desmielinizante pura en muchos animales de laboratorio; derivandose de todo
esto el entendimiento de los caracteres morfologicos y electrofisioldégicos de la desmielinizacion y
remielinizacion en el SNP (Asbury y Johnson, 1978).

Resumiendo, los mecanismos patoldgicos de la desmielinizacion segmental son:

1) usualmente implica una destruccion primaria de la vaina de mielina dejando intacto al axon.

2) a menudo principia en los nodos de Ranvier.

3) desde el punto de vista fisioldgico, las conducciones resultan en bloqueo total o disminuyen marcadamente.
4) el musculo no se denerva, pero puede sufrir atrofia por desuso si la paralisis se prolonga.

5) no se presenta la cromatolisis del cuerpo celular nervioso.

6) La proliferacion de la célula de Schwann no es tan intensa como en la degeneracion walleriana.



7) una vez que empieza la remielinizacion, la recuperacion es rapida.
8) la recuperacion es frecuentemente completa.

Otra de las enfermedades del SNP es la degeneracion axonal, la cual mediante estudios ultraestructurales se
estableci6 como una neuropatia de naturaleza retrograda, demostrandose que los cambios tempranos toman
lugar en las prolongaciones distales del nervio intramuscular y en terminales axonales del nucleus gracilis de la
parte superior de la médula cervical.

El primer cambio es la marcada acumulacion de neurofilamentos, a menudo en el punto de distension de los
nervios terminales. Las fibras mielinicas grandes son las mas severamente afectadas.

Por medio de estudios experimentales de una neuropatia por acrilamida (Edwards, et al. 1991), se ha visto que
los cambios iniciales ocurren en la porcion terminal de los axones sensoriales. Dentro de los corpusculos de
Pacini retraidos aparecen mitocondrias degeneradas, cuerpos densos y ctimulos de neurofilamentos. El ax6n
terminal completamente desintegrado es fagocitado por células adyacentes a la terminacion sensorial. También
ocurren cambios en algunos nodos de Ranvier preterminales, con hinchazén de las regiones nodal y paranodal
debido a la acumulacion intra-axonal de masas de neurofilamentos, mitocondrias y cuerpos densos
membranosos. Los procesos de la degeneracion que inician en la fibra nerviosa son centripetos, afectando
primero a las fibras grandes y largas (Asbury y Johnson, 1978).

En resumen, tenemos que los pasos de los mecanismos patologicos basicos de la degeneracion axonal, son los
siguientes:

1) esta patologia implica desarreglo metabolico de toda la neurona, pero se manifiesta como mortal para ella al
lado opuesto de la porcion distal del axon.

2) la vaina de mielina se colapsa conjuntamente con el axon; la desmielinizacion secundaria puede ocurrir mas
proximalmente donde el axon, aunque atrofico esté todavia intacto.

3) fisiologicamente, la conduccion es relativamente normal o poco reducida.

4) los musculos, particularmente los distales, muestran cambios similares a los ya vistos en la degeneracion
walleriana.

5) la cromatolisis puede estar presente en casos severos, de manera similar a la degeneracion walleriana.
6) la proliferacion de células de Schwann es mas discreta y prolongada que en la degeneracion walleriana.

7) la recuperacion puede ocurrir por regeneracion de axones que reinervan estructuras denervadas en la
periferia.

8) la recuperacion puede ser solo parcial, dependiendo de las bases de la neuropatia, de su severidad y de la
edad del individuo.

La degeneracion de los axones distales de largas y grandes fibras nerviosas periféricas, es tal vez la lesion mas
comun en las intoxicaciones. Esta degeneracion de las fibras nerviosas puede tener su origen en:



1°. Por una lesion metabolica, si bien que el cuerpo celular pueda parecer morfoldégicamente normal de las
neuronas centrales que les dan origen, ya sean encefalicas o0 medulares y se denomina axonopatia distal centro-
periférica o degeneracion axonal retrograda, por incapacidad de mantener un ritmo de sintesis para conservar las
areas axonales mds distales.

2°. Por una lesion primaria del sistema nervioso periférico, situada en segmentos del axon.

3° La axonopatia o neuropatia producida o asociada a una lesion de la vaina mielinica, secundaria a una
alteracion axonal primaria en que €sta es incapaz de mantener metabolicamente la viabilidad de la mielina.

4°, La lesion directa de los oligodendrocitos o de las células de Schwann, seguida de degeneracion de la vaina,
lo que determina un proceso secundario degenerativo y atrofico de las fibras nerviosas, las cuales pueden ser
envueltas mas tarde por astrocitos o fibroblastos, (Schaumburg y Spencer, 1976 y 1979).

La sintomatologia se inicia con debilidad muscular, calambres, prurito, adormecimiento de brazos y piernas,
seguida de atrofia muscular y dificultad para caminar. Hay pérdida progresiva de reflejos tendinosos. Ademas se
altera hasta desaparecer, la sensibilidad al tacto, al dolor y a las vibraciones.



4 ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

Karwinskia humboldtiana (K.h) conocida también como tullidora, coyotillo o capulin tullidor, es un arbusto
venenoso de la familia de las Rhamnaceae. Esta constituido por arbustos y arboles pequefios que crecen en
zonas tropicales y en areas desérticas, incluye alrededor de 15 especies de arboles y arbustos cuyo habitat
natural se extiende desde el sur de los Estados Unidos de América hasta el norte de Colombia, Cuba, Haiti y
Republica Dominicana. En la Republica Mexicana se han identificado alrededor de once especies (Fernandez,
1992).

Crece como arbusto silvestre y produce una drupa de color violeta oscuro cuando estd maduro, de medio a un
centimetro de diametro, de endocarpio lefioso, que encierra frecuentemente dos semillas fértiles y dos abortadas,
contiene una sustancia amarilla, soluble en agua y un sabor dulce debido a su contenido de glucosa.

Figura 2.-Fotografia del arbusto de K. humboldtiana y su fruto
en diferentes estados de maduracion.

El fruto de K./ después de ser ingerido accidental o experimentalmente, produce en tres a cuatro semanas una
polineuropatia en humanos y animales cuyo cuadro clinico esta caracterizado por paralisis flacida, simétrica,
progresiva y ascendente, iniciandose en las extremidades inferiores de donde asciende progresivamente
afectando a los segmentos superiores del cuerpo, hasta presentarse paralisis bulbar que puede ocasionar la
muerte (Puértolas et al, 1984; Padrén, 1951). Si el individuo afectado sobrevive, la recuperacion se hace
paulatinamente, en forma espontanea, desapareciendo la paralisis en orden inverso al de aparicion, lentamente
hasta obtenerse recuperacion funcional completa (Bermudez, 1995; Arellano et al, 1994; Martinez, 1994).

Actualmente, existen casos de intoxicacion accidental en humanos que son diagnosticados erroneamente, debido
a que el cuadro clinico de esta polineuropatia se confunde con el de la poliomielitis y el Sindrome de Guillain-
Barr¢, entre otras patologias similares (Castillo, 1920; Arellano et al, 1994; Segovia y Fernandez, 1972;
Bustamante et al, 1978; Puértolas et al, 1984; Bermutdez et al ,1986 y 1995; Ocampo et al, 2007). A través del
tiempo, en un intento por dilucidar los mecanismos involucrados en el desarrollo de la intoxicacioén, cuyo
sintoma principal es la pardlisis ascendente, se han realizado trabajos experimentales que en su gran mayoria se
han orientado al estudio del sistema nervioso periférico y donde se describe a la desmielinizacion segmentada

como alteracion principal en nervios periféricos de miembros inferiores (Escobar y Nieto, 1965; Charlton y
Pierce, 1970; Mufioz y Chavez, 1979; Muiioz et al, 1983; Bermudez et al, 1986; Salazar et al., 2006).



Existen en la literatura inicamente tres reportes en animales de laboratorio intoxicados de forma aguda con
K.h, en los que se describen en forma general las alteraciones en la médula espinal, corteza cerebelosa,
puente, corteza motora e hipocampo, a tiempos muy cortos post-intoxicacion (Padrén,1951; Padrén,1956;
Ortiz,1992). Durante la intoxicacion aguda, los animales desarrollan rapidamente la paralisis y mueren a los
pocos dias, no permitiendo que se desarrolle el cuadro clinico descrito anteriormente, por lo que no es posible
observar y estudiar el proceso de recuperacion como ocurre en el humano.

En México se han publicado diversos trabajos en donde se describen observaciones clinicas o experimentales
sobre los efectos paralizantes de la K./4. Entre esas publicaciones destaca el trabajo clinico de Castillo (1920),
que describe la intoxicacion de 106 soldados en donde menciona haber practicado tres autopsias en las que al
realizar el examen macroscopico menciona solo ligera disminucion del volumen de algunos nervios periféricos”
sin haber encontrado “lesiones visibles en la médula, meninges o cerebro y concluyd, basdndose en el estudio
clinico, que seguramente se trataba de una polineuritis toxica y no de lesiones de la médula espinal, ya que los
enfermos que se curaban mostraban una recuperacion funcional completa y los muy graves fallecian debido a
lesiones de los nervios de origen bulboprotuberancial, como sucede en otras polineuritis.

Por otra parte, Segovia y Fernandez (1972) reportaron el caso de un paciente en el cual el diagndstico de
polineuritis se efectud por el antecedente de la ingestion de la fruta de K.4, asi como por el cuadro tipico de
paralisis simétrica, progresiva, ascendente y por el estudio del liquido cefalorraquideo, siendo corroborada la
lesion del nervio periférico mediante el estudio electromiografico. Bustamante y colaboradores (1978) reportan
otro caso de intoxicacion por el mismo fruto, a este paciente se le diagnosticd cuadriparesia flacida con
arreflexia bulbar, paresia de los musculos intercostales y diafragmaticos. En otro caso, Bermmidez y cols. (1986)
hacen mencion de la intoxicacion de una familia en donde 10 de sus 13 miembros murieron, a los cuales se les
diagnostico una polirradiculoneuritis por desmielinizacion segmentada. Y en otro estudio, al intoxicar ratones
con la T-544 describi6 alteraciones en nervios periféricos, ademas en los animales que sobrevivieron cinco dias
0 mas, presentaban alteraciones de las laminas de mielina, sin infiltrado inflamatorio en este tejido.

Las alteraciones en el sistema nervioso periférico han sido estudiadas extensamente. Sin embargo, las
interrogantes sobre cuales células estan involucradas o mediadores son responsables de los mecanismos de
degeneracion y regeneracion después de una alteracion son controversiales. Aun cuando se ha reportado
ampliamente que los macréfagos y las células de Schwann juegan un papel importante en la degradacion y
remocion de la mielina (Raposo et al., 1997).

Estudios realizados por Olsson (1968) y Olsson y Sjotrand (1969) han reportado la participacion de las células
cebadas durante la degeneracion Walleriana.



5. OBJETIVOS GENERALES

Analizar la morfologia de regiones del encéfalo (corteza motora, corteza cerebelosa y puente), de la médula
espinal (asta motora) y de los nervios periféricos (nervio ciatico) de ratas Wistar para identificar cambios
estructurales y establecer una correlacion entre las alteraciones del SNC y SNP con el desarrollo de la
polineuropatia en diferentes etapas, por la intoxicacion con el fruto de la Karwinskia humboldtiana.

Objetivos Particulares

5.1. Analizar la morfologia del SNC (encéfalo y médula espinal) e identificar alteraciones estructurales a través
de microscopia de luz empleando técnicas de rutina y especiales.

5.2. Analizar la morfologia de los nervios periféricos (nervios ciaticos) aplicando métodos de rutina y especiales
mediante microscopia de luz.

5.2a. Identificar las alteraciones morfoldgicas en los nervios por medio de microscopia optica de alta resolucion.
5.2b. Analizar las alteraciones ultraestructurales en los fasciculos nerviosos a través de microscopia electronica
de transmision.



6. MATERIAL Y METODOS

En el trabajo realizado se gener6 un modelo de polineuropatia toxica al administrar a ratas Wistar el fruto
completo maduro, seco y molido de Karwinskia humboldtiana, fraccionado en 5 dosis por via oral, lo cual logro
reproducir en las ratas, cada una de las etapas clinicas de forma similar a las que se han descrito en el cuadro
clinico que presentan los humanos cuando no mueren.

Se utilizaron ratas Wistar hembras y machos, con un peso promedio de 125 + 25 g y fueron distribuidas en
grupos de cinco animales, los cuales previo ayuno de seis horas recibieron por via oral, dosis fraccionadas del
fruto molido en suspension acuosa por via oral mediante una sonda esofagica. Una primera dosis de
1.5g/Kg seguida de 4 dosis de 0.5 g/Kg a los 3, 7 10 y 14 dias después de la dosis inicial (dosis total
3.5 g/Kg) el rango de volumen administrado fue de 1.52 £+ 0.27 ml, el grupo control solamente recibid
agua. Todos los animales fueron evaluados clinicamente y el peso del cuerpo fue registrado
diariamente durante las 2 primeras semanas, cada tercer dia a partir de la semana 3 a la 8 y luego una
vez al mes hasta finalizar el periodo de observacion que fue de 112 dias después de la dosis inicial.
Todos los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de bioterio, ciclos de luz-oscuridad de 12 horas,
temperatura 22 °C y recibieron agua y alimento completo, balanceado y libre de antibioticos ad libitum. En total
se formaron 5 grupos experimentales de cada una de las etapas clinicas de la polineuropatia toxica manifestada
en las ratas incluyendo el tratamiento control al cual no se le administr6 el fruto, quedando de la siguiente
manera: Control (grupo 1), Sin Neuropatia (grupo 11, 24 dias), Paresia (grupo 111, 48 dias), Pardlisis (grupo IV,
58 dias) y Recuperados (grupo V, 112 dias) (Fig. 3).

Nervio

Encéfalo

Figura 3.
Se representa la organizacion y distribucion del grupo control y de los grupos experimentales, los dias en los
cuales se sacrificaron y los drganos estudiados.



Las ratas de los diferentes grupos se sacrificaron por dislocacion cervical, inmediatamente después se extrajeron
el encéfalo y la médula espinal. Estas regiones del SNC fueron fijadas en formalina al 10% en buffer de
fosfatos, después fueron procesadas de manera rutinaria para inclusion en parafina. Posteriormente se realizaron
cortes de los tejidos de 5 y 10pum de grosor, provenientes de dreas especificas y tomadas por referencia de
coordenadas estereotaxicas en la posicion de Bregma 0.84 mm a 2.04 mm para corteza cerebral y area motora,
posicion Bregma -12.0 mm a -13.08 mm para corteza cerebelosa y de la posicion Bregma -9.0 mm a -10.08 mm
para el puente (Paxinos y Watson, 2005). Estos cortes fueron tefiidos con hematoxilina-eosina (H-E), violeta de
cresilo (VC), Kliiver-Barrera (K-B) y el método de impregnacion de Marslan-Glees-Erickson (MGE) para ser
observados mediante microscopia de luz (Kliiver y Barrera, 1953; Marsland et al, 1954).

Los nervios ciaticos se disecaron y se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilatos a 0.1M y
a pH 7.4. Después una porcion de los fragmentos, fueron posfijados en osmio al 1%, luego se deshidrataron y se
incluyeron en resina epoxica. Posteriormente se realizaron cortes semifinos de 350 nm de espesor y se tifieron
con azul de toluidina para examinarse bajo microscopia de luz y se llevaron a cabo fotomicrografias. Finalmente
se obtuvieron secciones finas de color gris plata (del espectro de interferencia de la luz), se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plomo para ser observados por microscopia electronica (Carl Zeiss EM-109) y se
obtuvieron micrografias, las cuales, una vez impresas en papel fotografico fueron analizadas.

La segunda parte de los fragmentos ya fijados en glutaraldehido se procesaron para inclusion en parafina, se
hicieron cortes de 5, 7 y 10um para ser tefiidos con hematoxilina-eosina, Kliiver-Barrera, método estandar de
azul de toluidina (AT) y el método de impregnacion de Marslan-Glees-Erickson. Adicionalmente en otros cortes
se aplicaron métodos inmunohistoquimicos con anti-IgG siguiendo el método de la peroxidasa y métodos
histoquimicos (P.A.S., azul-alciano/P.A.S., Safranina/azul-alciano) para identificar cambios en los granulos de
los mastocitos.



7. RESULTADOS

En este estudio se reprodujo el cuadro clinico y la lesion neuroldgica ya descrita para la neuropatia ocasionada
por la ingesta del fruto de la K. humboldtiana o tullidora, observandose en los cuatro grupos de ratas intoxicadas
lo siguiente:

EXAMEN FiISICO Y ESTUDIO CLINICO.

Pérdida importante de peso (16.9%) después de la administracion de la dosis inicial
Pilo ereccion de moderada a severa

Areas de alopecia en la region frontal de la cabeza y el dorso

Debilidad generalizada de moderada a severa

Ocasionalmente disnea y secrecion ocular

Disminucion de la actividad espontanea

En las Ratas con manifestaciones neuroldgicas (etapas I, II, III, IV y V) se observo:
Adelgazamiento de las extremidades posteriores

Paresia

Paralisis flaccida

Extremidades anteriores en forma de garra



ESTUDIO MICROSCOPICO.
7.1. Observaciones en la corteza motora.

En el grupo control (I) la morfologia de las capas piramidales externa e interna, de cortes tefiidos con H-E,
mostraron neuronas normales y tincion palida, asi como un neuropilo normal de apariencia homogénea. Las
alteraciones en los diferentes grupos de ratas se presentaron de manera focal. En el grupo sin neuropatia (II), las
neuronas, se observaron con un patron de tincion basoéfilo. En los grupos con paresia (III) y con paralisis (IV),
se presentd una coexistencia de neuronas basofilas y eosinofilas y finalmente, en el grupo de ratas con
recuperacion (V), la mayoria de las neuronas presentaron una tincion eosinéfila. La permanencia de neuronas
con ambas tinciones en las capas piramidales mostr6 diferencia, debido a que en la capa piramidal externa so6lo
se observd esta coexistencia en el grupo con paresia (III), mientras que en la capa piramidal interna se observo
tanto en el grupo con paresia (III) como en el grupo con paralisis (IV). Ademas, en ambas capas piramidales de
los grupos sin neuropatia (II), con paresia (III) y con paralisis (IV), se hicieron presentes neuronas retraidas, con
la presencia de halos o espacios en los contornos de las neuronas piramidales. Por ultimo, el neuropilo también
se vio alterado, este pierde su aspecto uniforme y homogéneo, que se observa en el grupo control (I). Estas
alteraciones, siguieron presentes en el grupo de ratas recuperadas (V), aunque atenuados (figs. 3 y 4). El analisis
morfologico se centrd en cortes de las coordenadas estereotaxicas de Bregma 0.84 a 2.04 mm.



Figura 4.- Cortes coronales de la corteza motora de rata (tincién con HE). Capa piramidal interna. A:
Grupo control (1), muestra neuronas piramidales normales (N) y neuropilo normal (Y. B: El grupo sin
neuropatia (ll) presenta neuronas con aspecto basoéfilo (9), retraccion (=) y neuropilo esponjoso k).
C y D: Cortes representativos de los grupos con paresia (Ill) y con paralisis (IV) se observa la
coexistencia de neuronas eosindfilas (») y baséfilas (#), neuronas retraidas (—*) y alteracién del
neuropilo (). E: El grupo con recuperacién (V) sélo mostré neuronas eosinéfilas (») y disminucién
del nimero de neuronas retraidas (—). Barra = 20 um.



Figura 5.
Cortes coronales de la corteza motora de rata (tincion con H-E). Capa piramidal externa. A: Grupo

control (I), muestra neuronas piramidales (N) y neuropilo ( ) normales. B: Grupo sin neuropatia (Il)
se muestran neuronas basdfilas (=), retraccion de estas (=) y desorganizacién del neuropilo ( %).
C: Grupo con paresia (lll), se observan neuronas eosindfilas (») y basofilas (=), neuronas retraidas
(=) vy alteracién del neuropilo (%). D: Grupo con paralisis (IV), solo se observaron neuronas
eosindfilas y alteraciones acentuadas en la retraccién neuronal (=) y en el neuropilo ( %). E: El
grupo con recuperacion (V) sélo mostré neuronas eosindfilas (») y disminucion del nimero de
neuronas retraidas (—*). Barra= 20um



Al examinar la sustancia blanca, el grupo control (I) present6 la morfologia se caracterizo por la uniformidad y
continuidad de este componente. En los grupos posteriores a la intoxicacion, es decir, desde el grupo sin
neuropatia hasta el grupo con recuperacion (II al V, respectivamente), no se observd pérdida de mielina,
unicamente pérdida del trayecto regular de los tractos nerviosos (Fig.6). Los cambios también se ven reflejados
en la morfologia axonal en cortes impregnados con plata, donde se observé la pérdida del trayecto regular que
se presenta en el grupo control (I), y aparicion de espacios cada vez mayores en los grupos de ratas intoxicadas.

En cortes impregnados con plata, se observaron en el grupo control (I), tractos de axones definidos, paralelos y
organizados, con pequefios espacios regulares entre tracto y tracto. En los grupos sin neuropatia (II), con paresia
(ITT) y con pardlisis (IV), se observaron cambios progresivos caracterizados por la pérdida del trayecto lineal e
irregularidades en el grosor de los axones, asi como por espacios de mayor tamafio entre ellos, estas
alteraciones, también se observaron aunque en menor grado en el grupo con recuperacion (V). Por otra parte, los
oligodendrocitos en el grupo control (I) y sin neuropatia (II), se observaron alineados y paralelos a los tractos
nerviosos, conforme avanz6 la polineuropatia, se observé una disminucién aparente en la cantidad de
oligodendrocitos (no cuantificados) y una distribucion al azar (Fig.7).



Figura 6.
Cortes de la sustancia blanca de cerebro de rata (impregnacidn con plata, MGE). A: Grupo control (1),

muestra axones de trayecto regular y paralelos entre si (*), con algunos espacios entre estos ().
Oligodendrocitos organizados (»).B: Grupo sin neuropatia (Il), muestra pérdida del trayecto lineal
regular y espacios mas acentuados entre los axones. Oligodendrocitos alineados (»). C y D: Grupos
con paresia (lll) y con pardlisis (IV), continta la pérdida del trayecto axonal con espacios mas
evidentes. Aparente disminucién del nimero de oligodendrocitos y organizacién al azar (»). E: Grupo
con recuperacion (V), tractos con aparente regresion a la morfologia normal aunque contintdan
algunos de los cambios mencionados. Barra = 20 um.



Figura 7.
Cortes de sustancia la blanca de cerebro de rata (tincién con KB). A: Grupo control (I), muestra la

fibras con mielina bien definida, de trayecto lineal y agrupada en haces (% ), asi como espacios entre
los tractos. B y C: Cortes representativos de los grupos sin neuropatia (ll) y con paresia, (lll), muestra
pérdida del trayecto lineal ( %) de las vainas de mielina, asi como espacios aumentados (=). D:
Grupo con paralisis (IV), se acentlan las alteraciones descritas en vainas de mielina ( %) y en los
espacios (). E: Permanencia de la alteracién del trayecto lineal (%) en el grupo recuperado (V) con
espacios mayores (=). Barra = 20 um.



7.2. Observaciones en el cerebelo.

Los cortes de cerebelo del grupo de ratas control (I), presentaron una estructura normal, la monocapa de
neuronas de Purkinje se ubico entre la capa molecular y la capa granular. En cambio, todos los grupos de ratas
intoxicadas, presentaron diferentes alteraciones morfoldgicas de manera focal. En el grupo sin neuropatia (II) se
observaron principalmente células picnéticas e hipercromicas. En el grupo con paresia (III) se presentd
cromatolisis caracterizada por: migracion de la sustancia de Nissl a la periferia, el nucleo claro y nucléolo
acéntrico. En el grupo con paralisis (IV), llamo la atencién que un numero considerable de células de Purkinje
no se encontraba en su localizacién normal. Por otra parte, en la capa granulosa se observaron células que
corresponden a otro tipo de neuronas y que antes no destacaban. En este mismo grupo se observo la formacion
de gliosis, caracterizada por la presencia de células neurdglicas en los espacios anteriormente ocupados por las
células de Purkinje. Por ultimo, en el grupo con recuperacion (V), se observaron células de Purkinje con
picnosis e hipercromasia, zonas con gliosis, asi como también un mayor numero de células con caracteristicas
morfologicas normales y una aparente redistribucion a lo largo de la linea de capa intermedia, comparadas con
el resto de los grupos de ratas intoxicadas (Fig.8). La zona de estudio en los cortes correspondio a las
coordenadas de Bregma -12 a -13.08 mm.

7.3. Observaciones en el puente.

Los nucleos vestibulares y los tractos nerviosos fueron las zonas analizadas en el puente, tanto en las ratas
intoxicadas como en las ratas del grupo control (I). Las neuronas observadas por microscopia de luz en el grupo
control (I) presentaron morfologia multipolar, con niicleo y nucléolo central, asi como con una distribucion
uniforme de la sustancia de Nissl en el cuerpo neuronal.

En los grupos sin neuropatia (II) y con paresia (III) se observaron cambios morfologicos caracteristicos de
cromatolisis, los cuales consistieron en pérdida de la morfologia multipolar, aumento del volumen celular,
hipercromasia, asi como compactacion y migracion de la sustancia de Nissl a la periferia, lo que permitié mejor
definicion del nucleo y nucléolo. En el grupo con paralisis (IV), se observo en la mayoria de las neuronas una
aparente disminucién de la hipercromasia y del volumen celular. La morfologia del grupo recuperado (V)
presentd mayor similitud con el control (I), sin embargo persistieron células con aumento de volumen e
hipercromicas en los nucleos vestibulares (Fig.9).

Al examinar los tractos corticopontocerebelosos en cortes del grupo control (I) impregnados con plata, se
observaron con arreglo lineal, paralelos entre si, con espacios regulares entre los tractos, asi como axones con
un grosor uniforme. En el grupo sin neuropatia (II) se observd pérdida del arreglo regular de los tractos
nerviosos, ademas, axones aislados con segmentos mds gruesos. En el grupo con paresia (III), la
desorganizacion de los tractos nerviosos continia y las dilataciones segmentarias se presentaron con mayor
continuidad y frecuencia. En el grupo con parélisis (IV), los tractos nerviosos se observaron con pérdida del
arreglo lineal (“zigzag”), de tal manera que entran y salen del plano de corte; ademas, los axones en su mayoria
presentaron engrosamientos a manera de varicosidades. En el grupo con recuperacion (V), se observd una
aparente reorganizacion de los tractos nerviosos, sin embargo persistieron las dilataciones por segmentos
(Fig.10). Al examinar los tractos corticopontocerebelosos tefiidos para la demostracion de la mielina, no se
observo pérdida de ésta, solo se confirmo la alteracion del trayecto regular de los tractos ya descritos. En el
grupo control (I) se observaron tractos regulares. En el grupo sin neuropatia (II) se observo pérdida de la
uniformidad esta alteracion se increment6 progresivamente en los grupos con paresia (III) y con paralisis (IV)
permaneciendo en el grupo de ratas con recuperacion (V) en la mayoria de los axones (Fig.11).



Las areas de observacion estuvieron comprendidas en las coordenadas de Bregma -9.0 a -10.08 mm.

Figura 8.
Cortes coronales de la corteza cerebelosa de rata (tincion con VC). A: Grupo control (I), muestra

células de Purkinje (CP) organizadas entre la capa molecular (CM) y capa granulosa (CG). B: En el
grupo sin neuropatia (1) se observaron CP hipercrémicas (). C: El grupo con paresia (lll) muestra CP
en fase de cromatolisis (™). D: Grupo con paralisis (1V), ausencia de CP entre la CG y CM (recuadro) y
formacién de gliosis (=»). E: Grupo con recuperacion (V), permanencia de CP alteradas (=), y otras
aparentemente normales (») y presencia de gliosis. Barra= 20um



Figura 9.
Cortes coronales del nucleo vestibular de rata (tincion con VC). A: Grupo control (), se observan

neuronas normales multipolares (N) con diferente orientaciéon y plano de corte, asi como el
neuropilo normal (). B: Grupo sin neuropatia (Il), se observaron neuronas hipercrémicas (B y
neuronas aumentadas de volumen ( =) y pérdida de la morfologia multipolar. Las neurofibrillas del
neuropilo alterado se observan mas definidas. Cy D: En los grupos con paresia y con pardlisis (Il y
IV respectivamente) se observa cromatolisis ( m) en neuronas y las alteraciones del neuropilo
acentuadas (*). E: Grupo con recuperacion (V), presencia de neuronas con diferente grado de
alteracidn, hipercromicas(=) y aparentemente normales ( ). Barra= 20pm
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Figura 10.
Cortes coronales del tracto corticopontocerebeloso de rata (impregnacion con plata, MGE). A: Grupo

control (1), axones de trayecto regular y paralelos entre si (B ), con algunos espacios entre estos (m).
B y C: Cortes representativos de los grupos experimentales sin neuropatia (ll) y con paresia, (lll),
muestran pérdida del trayecto lineal, segmentos de axones aumentados de grosor ( ®) y formacién
de espacios de mayor tamafio entre los axones (m ). D: Grupo con paralisis (IV), axones varicosos (B)
con pérdida de su trayecto lineal de axones, aparentemente segmentados (=) debido a que
atraviesan el plano de corte. Espacios aumentados de tamafio (m). E: Grupo con recuperacién (V),
axones de trayecto lineal con segmentos engrosados ( my espacios mas evidentes. Barra = 20 um.
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Figura 11.
Cortes coronales del tracto corticopontocerebeloso de rata (tincién con KB). A: Grupo control (l),

muestra la mielina bien definida, de trayecto lineal y agrupada en haces (¥ ), asi como espacios entre
estas (= ). B y C: Cortes representativos de los grupos experimentales sin neuropatia (Il) y con
paresia, (Ill), muestran pérdida del trayecto lineal de las vainas de mielina (¥), asi como espacios
aumentados (mm). D: Grupo con pardlisis (IV), se acentlan las alteraciones descritas en vainas de
mielina () y en los espacios (m ). E: Grupo con recuperacién (V), permanece la alteracién del
trayecto lineal (), con espacios mas evidentes ( mm). Barra= 20um
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7.4. Observaciones en la médula espinal.

Las neuronas motoras multipolares de las astas anteriores del grupo control (I) presentaron una morfologia
normal. El grupo sin neuropatia (II) mostro alteraciones caracterizadas por hipercromasia y un aparente aumento
de volumen de neuronas con pérdida de la morfologia multipolar regular. En el grupo con paresia (III) las
alteraciones aumentaron, en el soma se observd aumento de volumen celular, compactacion de la sustancia de
Nissl y nticleo definido. En el grupo con paralisis (IV), el dafio en las neuronas fue mas severo, se presentd el
fenémeno de cromatolisis, esto es: un mayor aumento de volumen, mayor compactacion y migracion de la
sustancia de Nissl hacia la periferia de la célula, esto permite que el nucleo y el nucléolo se observen
claramente. En las neuronas motoras de las ratas recuperadas (V), la cromatolisis persiste. (Fig.12).

Figura 12.

Cortes transversales de las astas anteriores de la médula espinal de rata (tincidon con VC). A: Grupo control (1),
se observan neuronas normales multipolares (N), asi como el neuropilo normal (B). B: Grupo sin neuropatia
(1), se observaron neuronas hipercrémicas (q y neuronas aumentadas de volumen (W) lo que provoca pérdida
de la morfologia multipolar. El neuropilo alterado se observa definido. C y D: En los grupos con paresia (lIl) y
con paralisis (IV) se observa cromatolisis en neuronas ( m) y las alteraciones del neuropilo mas acentuadas (X).
E: Grupo con recuperacion (V), presencia de neuronas hipercrémicas con morfologia multipolar ().

Barra =20um
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7.5. Observaciones en los nervios ciaticos.

En los cortes de nervio ciatico se ven anormalidades histoldgicas caracterizadas por la pérdida y separacion de
las fibras, una desmielinizacién segmentada moderada en varias fibras, hinchazon y vacuolizacion de la vaina
mielinica, congestion vascular y vasodilatacion. Las alteraciones axonales mas comunmente observadas
consistieron en una alternancia en el engrosamiento y adelgazamiento en algunas zonas asi como también en
algunas areas del fasciculo nervioso.

En el analisis de los cortes del grupo control (I) se observd que la morfologia normal del nervio se caracteriza
por la forma circular regular de los axones mielinizados y sin cambios estructurales, asi como un grosor
uniforme de la vaina de mielina con un 25% proporcional al didmetro del axon, las fibras mielinicas se disponen
uniformemente y se encuentran muy cercanas entre si y no dejan espacios, ademads de la presencia de escasas
células cebadas en el intersticio o cerca de los vasos sanguineos, en ninguno de €stos animales se vieron
linfocitos. Posterior a la intoxicacion, en el grupo II (sin Neuropatia) y a los 24 dias, se presentaron fibras
nerviosas con vacuolizaciones (huecos) en la vaina de mielina, vasodilatacion y congestion vascular, con ello se
establece un cambio en la morfologia de los axones mielinizados. En la etapa de paresia (III) a los 48 dias se
acentuan las alteraciones la vaina de mielina se presentaba mas hinchada en algunas zonas, los axones se ven
adelgazados y otros se ven con retraccion o sinuosos. En la etapa de paralisis (dia 58 o grupo IV) se observa el
mayor grado de alteracion en los axones pues mostraron una severa desmielinizacion y dafio axonal con pérdida
de fibras, hay microvacuolizacion y macrovacuolizacién en las fibras residuales y vasodilatacion. Otras fibras
presentaron engrosamiento, encogimiento o interrupcion y la presencia de células cebadas e infiltrado de células
mononucleares. Es durante la etapa de recuperados (grupo V) en donde se observa que el espesor de la vaina de
mielina se hace mas regular o uniforme en toda la circunferencia de los axones mielinizados, sin embargo la
vasodilatacion y los infiltrados de células cebadas persistieron. (Figs.12, grupos I al V, cortes de material
incluido en parafina y procesado con métodos especiales de tincion e impregnacion) y (Figs.13, grupos I al V,
cortes de material incluido en resina epoxica y tefiidos con azul de toluidina).
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FIGURA 13.- FOTOMICROGRAFIAS DE LOS GRUPOS I - V. Inclusién en parafina.

H-E K-B M-G-E Azul Toluidina
Grupo |. Ratas sin tratar. En los cortes longitudinales de fasciculos nerviosos no se encontraron alteraciones en
las vainas de mielina, ni en los axones. SAlo se observd la presencia ocasional de mastocitos integros ( ) en
las fibras nerviosas. Barra= 30um

—
b 4
S !
b
a). H-E b). K-B c). MGE d). AT

Grupo Il. Ratas Intoxicadas Sin Neuropatia (24 dias). a) mostraron vasodilatacion (=) y cambios tempranos en
la vaina de mielina que consistieron en micro y macrovacuolizacion (K) y separacién de las laminas de mielina.
c) mostraron dilatacién axonal segmentaria. d) se observan mastocitos integros dentro del fasciculo nervioso
(% ). Barra= 30um

a). H-E b). K-B ¢). MGE d). AT
Grupo lll. Ratas Intoxicadas con Paresia (48 dias). a) se observaron alteraciones mas acentuadas en la vaina de
mielina, vasodilatacion y la presencia de infiltrado celular (T ). b) se encontré desmielinizacién segmentaria de
la vaina de mielina, pérdida moderada de fibras nerviosas, vasodilatacion (1) y la presencia de mastocitos (4)
y linfocitos dispersos entre las fibras nerviosas. c) se observé degeneracidén axonal moderada. d) se observd la
presencia de mastocitos (—%. Barra= 30um

15



a). H-E b). K-B ¢). MGE d). AT
Grupo V. Ratas Intoxicadas con Paralisis Flaccida (58 dias). a) se observan fibras nerviosas con alteraciones
estructurales importantes en la vaina de mielina, vasodilatacién (#) e infiltrado celular intersticial difuso. b) se
presenta desmielinizaciéon severa, pérdida importante de las fibras nerviosas, mastocitos integros (1I) vy
desgranulados vy linfocitos. c) degeneracién axonal acentuada, donde destaca la dilatacién, fragmentacion y
desintegracion de las fibras nerviosas. d) se observé la presencia de mastocitos desgranulados (¢) y de
linfocitos en el fasciculo nervioso. Barra= 30um

a). H-E b). K-B c). MGE d). AT
Grupo V. Ratas Intoxicadas Recuperadas de la Neuropatia (112 dias) a) se observo regeneracion de las fibras
nerviosas y ligeras alteraciones residuales (4 ). b) se observd regeneracion de la vaina de mielina vy
proliferacién de nucleos de las células de Schwann. c) hay regeneracién axonal y alteraciones residuales (4).
d) se observé la presencia de mastocitos desgranulados (flechas) dentro del fasciculo nervioso. Barra= 30um
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FOTOMICROGRAFIAS DE LOS GRUPOS: I — V. Inclusion en resina epoxica y tefiidas con azul de toluidina.

3" 7

Figura 14a. Nervio ciatico de rata Control. Se muestra la morfologia normal en donde se aprecian grupos de
axones amielinicos (») y asi como axones mielinizados (—) envueltos por una vaina de mielina originada
por las células de Schwann ( W ). Ademas, se observa una seccion de una célula cebada integra (=) con
gran cantidad de granulos metacromaticos (color magenta); asi como un vaso sanguineo ( %) con un
eritrocito. Aumentos 100x, Barra= 5um
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Figura 14b. Nervio cidtico de rata Sin Neuropatia. Se observan axones mielinizados () con alteraciones
de su forma normal circular a una irregular, asi como también son visibles alteraciones en el grosor de la
vaina de mielina (), obsérvese los espacios dentro de estas vainas. Destaca un mastocito junto a un vaso
capilar (W).

Figura 14c. Nervio cidtico de rata con Paresia. Se aprecian alteraciones de la morfologia de las fibras, en
la mayoria de los axones mielinizados, presentandose un mayor engrosamiento de la vaina de mielina ()
y de los espacios dentro de estas. Se presenta un mastocito con granulaciones separadas cercano a un
capilar (\W2).

Figura 14d. Nervio ciatico de rata con Pardlisis. Se acentula los cambios de la morfologia en la mayoria de
los axones mielinizados, asi como el engrosamiento de la vaina de mielina y los espacios dentro de estas
(% ); Notese la pérdida de la metacromasia (color azul) en los granulos de secrecién en la célula cebada

().

Figura 14e. Nervio ciadtico de rata Recuperada. Se observa como el engrosamiento de la vaina de mielina
se ha restablecido casi por completo. Obsérvese al mastocito (W ) en proceso de desgranulacion y los
granulos presentan nuevamente su tipica metacromasia (color magenta).

7.5.1. Analisis ultraestructural del nervio ciético.

Al realizar el analisis de los cortes finos en el grupo control se observo la ultraestructura normal del nervio que
se caracteriza por la forma circular regular de los axones mielinizados, asi como un grosor uniforme de la vaina
de mielina proporcional al diametro del axon, ademas los axones mielinizados y amielinicos se observaron con
una electrondensidad uniforme (Figura 15a). Posterior a la intoxicacion, durante la etapa de paresia (48 dias), al
igual que en microscopia de luz, se hacen presentes alteraciones manifestadas principalmente por la pérdida de
la apariencia regular de las lamelas de mielina debidas a hinchazén y la formacion de espacios dentro de ésta
por desorganizacion de las laminas, y la presencia de macréfagos conteniendo fragmentos de mielina
fagocitada; cambios en la morfologia de los axones mielinicos con una variacion en la electrondensidad por
incremento de los neurofilamentos, mielina degradada y actividad lisosomal viéndose también en algunos
axones amielinicos. Es en la etapa de Paralisis (58 dias), en donde se presenta el mayor grado de alteracion de la
vaina de mielina la cual presenta alteraciones manifestadas como des-laminacion siendo mas marcadas que en la
etapa anterior, ademas de observarse con un mayor grosor, también muestra numerosos espacios dentro de la
vaina y en el citoplasma de las células de Schwann aparecen restos de mielina fagocitada, ademas de verse
segmentos de axones completamente desmielinizados. En la etapa de recuperados (112 dias) (Figuras 15b, c, d,
e) se observan fibras en donde el espesor de la vaina de mielina se hace mas regular y uniforme en la
circunferencia de los axones, hay fibras que presentan remielinizacion, asi como también algunas fibras en las
que persisten los dafios.
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MICROGRAFIAS ELECTRONICAS DE LOS GRUPOS: I — V. Inclusion en resina epdxica, secciones finas,

contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo.

4
&
<
= +
=
[
15a
S
&
=
=
15b 15¢
=
W —
15d 15e

Figura 15a. Fasciculo nervioso de rata Control. Se muestran tanto axones ( <) mielinizados envueltos
por una vaina de mielina ( =), asi como varios grupos de axones amielinicos (&) con una morfologia
semicircular y rodeados por las células de Schwann (3%. 10,000x. Barra= 3pum
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Figura 15b. Fasciculo nervioso de rata Sin Neuropatia. Se muestran algunas alteraciones en los axones
mielinizados (/) como cambios en su morfologia, hay aumento y agregacién de neurofilamentos y
vesiculas, ademas la vaina que los rodea presenta hinchamientos ( =). Ademas el espacio intersticial
(<1 ) se incrementa debido a la pérdida de fibras nerviosas tanto amielinicas como mielinicas. 5,000x

Figura 15c. Fasciculo nervioso de rata con Paresia. Se observan fibras mielinizadas con zonas de

estrechamiento axonal parcial y separacion de las [dminas en algunas regiones de la vaina de mielina.
Se ve una fibra en proceso degenerativo ( =). 5,000x

Figura 15d. Fasciculo nervioso de rata con Pardlisis. Obsérvese los multiples vacuolizaciones y restos
de mielina dentro del citoplasma de la célula de Schwann (@), zonas de hinchamiento y disgregacion
de la vaina de mielina (=)). 5,000x

Figura 15e. Fasciculo nervioso de rata Recuperada. Se observan axones mielinizados con vaina de
mielina que aun presenta alteraciones y con zonas de esponjamiento (=). Hay axones en
remielinizacion (fibras con vaina muy delgada, Q). 8,000x

Por ultimo, se confirma la participacion del sistema inmune con la deteccion de anticuerpos IgG contra
proteinas de la mielina (pruebas no incluidas en el manuscrito) y por la presencia de infiltrado inflamatorio que
correspondia a linfocitos y células cebadas; estas células presentaban un comportamiento particular, en donde
los linfocitos se presentaban después de la intoxicacion, aumentaban progresivamente hasta la etapa de paralisis
y disminuian drasticamente en el periodo de recuperacion.(Figuras 13 de los grupos 11 al IV).

Con respecto a las células cebadas estas se presentan en el nervio ciatico como residentes normales, tanto
integras como en proceso de desgranulacion. Pero posterior a la intoxicacion con el fruto de K.4., su nlimero
aumenta y es en la etapa de paresia (Dia 48) donde se observa el primer incremento significativo, este
permanece casi constante hasta la etapa de paralisis (Dia 58) y durante la etapa de recuperacion la cantidad de
estas células aumenta nuevamente. Cabe mencionar que durante cada una de las etapas se detectaron células
cebadas con la misma morfologia que la presentada en el grupo control, es decir, tanto integras como
desgranuladas o en proceso de desgranulacion. De tal forma que este incremento podria ser explicado como una
migracion de las células cebadas hacia el area afectada, donde puede ser necesaria una participacion activa de
mediadores biologicos, proporcionados por los granulos de este tipo celular. (Figuras 14 a-e).

8. DISCUSION

Los hallazgos mas frecuentes del efecto neurotdxico del fruto de K./ en la corteza motora, se presentaron en las
neuronas de la capa piramidal externa y la interna, las cuales presentaron cambios tintoriales: neuronas basofilas
(moradas) y neuronas eosinofilas (rojas) y cambios morfologicos por atrofia con retraccion de las
prolongaciones dendriticas y del soma, asi como de la condensacion de la cromatina. Particularmente para las
neuronas rojas, este cambio de afinidad por los colorantes, se ha relacionado con la alteracion del pH
citoplasmatico y nuclear, en otro tipo de intoxicaciones (Ortiz et al, 1992; Banuelos et al, 2005). Ademas, estas
alteraciones en la corteza motora, aparentemente fueron menos acentuadas con respecto a las observadas en el
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resto de las regiones evaluadas en este estudio. Una posible explicacion podria ser que, por ser esta una
polineuropatia ascendente, lo primero que se lesiona es la parte distal de los axones (en el SNP) y por dafio
retrogrado al soma neuronal. Al estar alterado el soma, las sinapsis relacionadas con éste, pudieran presentar
alteraciones que continuan avanzando en forma retrograda hasta las conexiones con otras neuronas para
finalmente alcanzar a las células de la corteza motora. Sin embargo se desconoce como se llevan a cabo estas
alteraciones.

En la corteza cerebelosa llamo la atencion la falta de células de Purkinje en los grupos de ratas intoxicadas con
respecto al grupo control (I). La evaluacion morfométrica mostré una disminucion progresiva en el numero
células de Purkinje en los diferentes grupos de ratas intoxicadas, incluso el grupo con recuperacion (V) mostro
una cantidad menor que el grupo con paralisis (IV). Debido a que las células de Purkinje contribuyen al control
de la actividad motora, inicio del movimiento y al aprendizaje (Lopez-Antunez, 1983; Afifi y Bergman, 1999),
la alteracion de estas neuronas produce alteracion en la marcha, esto pudiera explicar parte de las
manifestaciones clinicas que se presentaron en las ratas a partir del grupo con paresia (III).

Otras de las alteraciones observadas en las células de Purkinje fueron retraccion celular, hipercromasia y
picnosis. En la literatura existen reportes de alteraciones en cerebelo inducidas por diversos quimicos
(Cavanagh, 1954; Costero y Barroso-Moguel, 1978; Branch y Jacqz, 1986; Takahashi et al, 1994), asi como por
diversos metabolitos producidos por plantas (Carod, 2003). En el estudio de Padron y Velazquez (1956)
describe alteraciones extensas y difusas de células de Purkinje de conejos a los cuales intoxicd de forma aguda
con el fruto de K.4. 72 horas después de la intoxicacion. Por lo tanto, las observaciones en nuestro estudio,
pueden deberse a que transcurre un tiempo prolongado (24 dias) entre el inicio de la intoxicacion y la obtencion
de las muestras (grupo de ratas sin neuropatia), lapso en el que pudo haber ocurrido el fendmeno de
cromatolisis. Se ha descrito que este fendmeno es progresivo y se desarrolla entre la primera y la segunda
semana siguientes a la agresion neuronal (Lieberman, 1971; Mcllwain y Hoke, 2005). Sin embargo, para el caso
particular de la intoxicacion con K./4., este fenomeno se presenta mucho mas rapido, porque se administraron
dosis altas del fruto (Padron y Velazquez, 1956).

En el puente, asi como en la médula espinal, se encuentran neuronas directamente relacionadas con la
motricidad y coordinacion del movimiento. Padrén y Velazquez (1956) describe que durante la intoxicacion
aguda con el fruto de K.& en conejos, las neuronas de la médula espinal y del puente se observaron de la
siguiente manera: “En muchas células el niicleo se vio considerablemente disminuido de tamario y arrugado o
transformado en vesiculas grandes y claras, con la cromatina aglutinada en forma de bandas basdfilas que
unian al nucleo a la membrana. Finalmente aparecia disuelto en el citoplasma”. Estas caracteristicas
morfologicas no se observaron en el presente trabajo en ninguna de las regiones analizadas. Esto pudiera
deberse a que la dosis toxica total del fruto se fracciond en varias dosis para su administracion en un lapso de 14
dias. Por otra parte en esta investigacion se describi6 la presencia de neuronas en fase de cromatolisis, el cual es
un mecanismo de proteccion que se presenta después de una agresion neuronal. Esta reaccion se ha descrito
principalmente en neuronas que presentan una interrupcion de la continuidad del axon, en donde la primera
reaccion del soma se caracteriza por la agrupacion de la sustancia de Nissl y migracion de esta a la periferia
celular y por ultimo, el nicleo adopta una localizacion excéntrica (Schwab y Bartholdi, 1996).

En los nucleos corticopontocerebelosos se llevan a cabo funciones relacionadas con el equilibrio, de esta manera
se pudiera explicar en parte, la falta de coordinacion observada en las ratas intoxicadas. Otra region relacionada
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con la coordinacion y regulacion del movimiento son los tractos corticopontocerebelosos (Afifi y Bergman,
1999); en este estudio no se observd pérdida de la mielina como sucede en el SNP (Salazar et al., 2006),
unicamente se observaron alteraciones morfologicas en los axones de estos tractos, desde el grupo de ratas sin
neuropatia (II) hasta el grupo de ratas con recuperacion (V). Algunos axones de estos tractos nerviosos
provienen de las neuronas de los nucleos corticopontocerebelosos, por lo tanto es posible que debido a las
alteraciones descritas del axon, se inicie el fenomeno de cromatolisis en las neuronas de estos nucleos y esas
alteraciones repercutan en la falta de coordinacion previa a la presencia de paralisis en las ratas intoxicadas.

La desmielinizacion segmentada y el dafio axonal observado en el modelo experimental aqui descrito son
comparables con reportes previos de desmielinizacion local en el nervio ciatico de rata, que fueron inducidos
por inyeccion intraneural de las toxinas purificadas del fruto de K.4. (Mitchell et al., 1978).

Muiioz y Chavez (1979) en otro experimento realizado en gatos con extractos de la semilla, concluye que la
paralisis producida por las toxinas de la “tullidora” es el resultado tanto del bloqueo de la conduccion de los
impulsos nerviosos como de la denervaciéon muscular; por otra parte sugiere que la implicacion de los nervios
motores en la neuropatia experimental por tullidora y la preservacion de sensacion somatica en cuadriplejia de
nifios intoxicados accidentalmente, estan relacionados con la distribucion de los diametros axonales en nervios
periféricos.

Latker y colaboradores (1991) mencionan que, después de un dafio las células cebadas se acumulan y se
desgranulan en el nervio periférico. Asi mismo, se ha reportado en otras investigaciones un aumento en la
cantidad de células cebadas endoneurales en diferentes neuropatias y en enfermedades neurodegenerativas del
SNC por ejemplo: la neuropatia diabética, esclerosis multiple, el sindrome de Guillain-Barré, Alzheimer y
degeneracion Walleriana entre otras (Olsson y Sjotrand, 1969; Esposito et al., 2002).
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9. CONCLUSIONES

Con la informacion obtenida en estos estudios, se observo que durante la intoxicacion crénica con el fruto de
Karwinskia humboldtiana, se producen alteraciones de diferente magnitud en neuronas y axones del cerebro
(corteza motora), cerebelo (corteza cerebelosa), puente (ntcleos vestibulares, tractos corticopontocerebelosos) y
médula espinal (astas anteriores) del Sistema Nervioso Central, que pudieran contribuir al desarrollo de la
polineuropatia caracteristica de esta intoxicacion.

A nivel del 4rea motora de la corteza se presentaron cambios tintoriales: neuronas basoéfilas (moradas) y
neuronas eosinodfilas (rojas) y cambios morfologicos por atrofia con retraccion de las prolongaciones dendriticas
y del soma, y la condensacion de la cromatina, asi como también cambios en la estructura del neuropilo. La
sustancia blanca muestra evidencia de desmielinizacion, interrupcion o ruptura y pérdida axonal.

En la corteza cerebelosa destaco la pérdida de células de Purkinje en los grupos de ratas intoxicadas ademas de
alteraciones observadas en las células tales como: retraccion celular, hipercromasia, picnosis nuclear y gliosis.

En el puente se observaron neuronas en fase de cromatolisis (agrupacion de la sustancia de Nissl y migracion de
¢ésta a la periferia celular y por ultimo, el nticleo adopta una localizacion excéntrica). Y en los nicleos y tractos

corticopontocerebelosos se observaron cambios morfologicos debidos a cromatolisis, hipercromasia y retraccion
del soma, ademas de la pérdida de axones y desmielinizacion desde el grupo de ratas sin neuropatia (II) hasta el
grupo de ratas con recuperacion (V).

En el asta anterior de la médula se vieron algunos cambios en la morfologia neuronal, con retraccion del soma e
hipercromasia ademas de la cromatolisis y cambios en el neuropilo debidos a alteraciones en las prolongaciones
dendriticas y axonales.

Y finalmente se produjo desmielinizacion segmentada y alteraciones en la estructura axonal, asi como la pérdida
de las fibras en el nervio ciatico de ratas intoxicadas en las diferentes etapas de la polineuropatia, persistiendo
aun en el grupo de ratas con recuperacion. Ademas se demuestran cambios en la densidad de las células cebadas
y cambios histoquimicos en los granulos, durante las diferentes etapas de la neuropatia periférica. Esto sugiere
la participacion activa de estas células en el proceso de desmielinizacion y remielinizacion del nervio ciatico.

10. PERSPECTIVAS

Con el fin de caracterizar en forma integral la intoxicacion producida por el fruto de la K. humboldtiana, se
propone que en este mismo modelo, se estudien las alteraciones morfoldgicas a diferentes tiempos (1 a 2
semanas) entre cada una de las etapas ya descritas para esta intoxicacion, tanto a nivel central como periférico;
ya que la evaluacion en este estudio se realizo en periodos que varian entre 10 y 50 dias y ademas, en el grupo
de ratas con recuperacion (grupo V) contintian las alteraciones morfologicas en el SNC y SNP, quedando la
incertidumbre de saber si estas alteraciones se resolveran en forma total o parcial, o que pudieran dejar secuelas
neuroldgicas en un individuo a largo plazo. También es importante analizar el curso de estas alteraciones en el
sistema nervioso en tiempos mas prolongados. Por otro lado, hay que considerar que existen factores
bioquimicos y moleculares que intervienen en la generacion de las alteraciones descritas, los cuales también
deben ser analizados.



Es necesario valorar si hay cambios en la morfologia, en la densidad y actividad de las células neurédglicas del
SNC y en las células de Schwann con métodos de estudio especificos.

Determinar el mecanismo mediante el cual las células cebadas activan o inhiben la liberacion de sus granulos
durante la degeneracion y regeneracion en este modelo animal.

Y finalmente implementar un estudio electrofisiologico en las ratas para conocer el comportamiento de la
conduccion nerviosa durante el desarrollo de la neuropatia hasta la recuperacion.

Una vez que se obtenga mayor informacidn serd posible plantear los mecanismos patofisioldgicos de estas
intoxicaciones, los que a su vez darian lugar a la elaboracion de tratamientos para aliviar estas alteraciones o
incluso a extrapolar a otras neuropatias desmielinizantes. Ya que hasta el momento, lo inico que se puede
ofrecer a los pacientes son tratamientos de sostén y rehabilitacion.

Este nuevo modelo experimental para polineuropatia periférica es reproducible, de facil manejo y relativamente
inocuo, porque las toxinas de K.4. no se absorben por la piel o membranas mucosas durante su manipulacion,
puede tener otras aplicaciones y ser desarrollado en diversas especies de animales.
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