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INTRODUCCION

En el siglo XVIII Francisco Xavier Clavijero recogid el
testimonio de dos tribus de la Baja California sobre la toxi
cidad del fruto de la K. humboldtiana. En su libro "Histo-
ria de la Antigua o Baja California", Clavijero escribié tex
tualmente: "En varios lugares de la peninsula hay otro arbus
to cuyo fruto es redondo, del tamafio de un garbanzo y negro
cuando estd@ maduro. Los indios se abstienen de comerlo
porque saben bien que es muy nocivo... E1 efecto que les
causa es el de tullirse después de pocos dias y de aqui
sobrevienen otros accidentes que al fin les quitan la
vida..." (Clavijero, 1933).

Esta planta pertenece al orden Rhamnales, familia
Rhamnaceae, género y especie Karwinshkia humboldiiana; en
México recibe varios nombres, sienco el mds frecuente el de
Tullidore. Se trata de un arbusto caaucifolio de invierno,
de 1 a 8 m de altura, cuyo tronco puede alcanzar hasta
20 cm de didmetro, de hojas pecioladas y flores pequefias que
se encuentran en las axilas de las hojas; el fruto es drupd-
ceo, negruzco cuando maduro, de 6 a 9 mm de diametro. La
planta se distribuye en las zonas aridas, sobre las estriba-
ciones de las sierras de los estados de Baja California,
Coahuila, Guanajuato, Hidalgo, Michoacdan, Nuevo Ledn,
Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas y Veracruz,
asi como los estados de Texas y California en los Estados
Unidos (Padrén, 1951; Marsh, Clawscn y Roe, 1958).

En 1918 Castillo Najera informé sobre 106 casos de
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soldados intoxicados por la ingestién del fruto de la Tulli-
dora, de 10s cuales 10 murieron, y establecié¢ el cuadro sin-
tomdtico del envencnamiento, dividiéndolo en cos fases:

1) Aguda, cuando aparecen 1¢s sintonas alrededor de 48 h
después de la ingestidon del fruto, presentdndcse primerc pa-
ralisis de los miembros inferiores, la que se establece brus
camente, y luego sobreviene la pardlisis de las extremidades
superiores; hay cefalea intensa, calambres en los brazos y
en las piernas.

2) Crénica, que aparece cuando ceden los sintomas del en
venenamientc agudo, En esta fase desaparecen tanto los ca-
lambres como la fiebre, pero persiste la pardlisis: no hay
incontinencia de la vejiga ni del recto y los reflejos cutd-
neos y tendinosos son rormales al principic, pero disminuyen
hasta abolirse en algunos casos: la sensibilidad cutdanea no
se altera. E] autor compara este envenenamiento con la poli
neuritis saturnina, va que en ambos casos se afectan mdas in-
tensamente los nervios motores, permaneciendo aparentemente
indemnes los nervios sensitivos y los simpdticos.

E1 primer estudio experimental sobre la intoxicacidon por
la Tullidora fue realizado por Marsh, Clawson y Roe (1928).
Estos autores produjercn intoxicacicnes experimentales en va
rias especies de animales: ganados bovino, caprino y vacunc,
asi como en pollos y cuyos. Después de la administracion de
una sola dosis de frutos molidos de Tullidora, los animales
también desarrollaron pardlisis flacida que comenz6 afectan-
do las extremidades posteriores y que después se fue genera-

lizando.
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Francisco Padrdn Puyou (1951) realizé estudios clinicos
y experimentales y loaré reproducir el cuadro de paralisis
al administrar endocarpio pulverizado del fruto de l1a Tulli-
dora a ratas y a conejos. Padrdon y VYeldzquez (13956) hacen
una descripcidn anatomopatolégica de conejos intoxicados,
donde muestran alteraciones difusas en las células de
Purkinje del cerebelo. En cuanto al cuadro clinico observa-
do en humanos, establecieron el diagndéstico diferencial con
la poliomielitis. También establecieron que el principic ac
tivo lo contiene el endocarpio solamente, el cual es hidroso
Tuble (sin embargo, como se verd posteriormente, la toxina
es liposoluble).

Escobar y Mieto (1965) hicieron un estudio sobre los as-
pectos neuropatoldgicos en gatos y ratas tratadas con una so
la dosis de Tullidora. Los animales tratados mostraron le-
siones en los nervios periféricos; fundamentalmente, desmie-
linizacidn segmentaria de los axones y alteraciones degenera
tivas en las neuronas de las astas anteriores de la médula
espinal. Las lesiones del cuerpo celular fueron considera-
das como secundarias a la degeneracidon de los axones perifé-
ricos.

Mds recientemente Charlton y Pierce (1969 a, b, c, 1970)
realizaron un extenso estudio en cabras intoxicadas con do-
sis repetidas de frutocs molidos de Tullidora administrados
oralmente, encontrando hinchamiento, deplecién de glucdgeno
y mitocondrias degeneradas en las células de Schwann, asi
como desmielinizacion segmentaria y degeneracion Yalleriana

de los axones, que fué mucho mayor en los sitios distales
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de 1os nervios motores largos, que en los sitios proximales.

Mufioz-Martinez y Chdvez (1979), basdndose en los resulta
dos obtenidos en gatos intoxicados con extractos etéreos de
lTa almendra del fruto de la Tullidera, proponen que las alte
raciones motoras observadas en los gatos intoxicados pueden
explicarse, al menos parcialmente, por el bloqueo del impul-
so nervioso en los axones motores, como consecuencia de la
desmielinizacién. Estos autores encontraron que el princi-
pio activo parece encontrarse unicamente en la cuticula que
cubre a Ta almendra.

E1 cuadro clinico que aparece en ratas después de la ad-
ministracidén intraesofdgica de homogenados crudos de la al-
mendra de Tullidora o de la cuticula (véase arriba), tiene
varios aspectos interesantes. Inicialmente ocurre un cuadro
de toxemia generalizada que se inicia un dia después de la
administracién y que se caracteriza por hipoactividad y dis-
minucidén en l1a ingestién de Tos alimentos que son ofrecidos
ad Libitum, 1o que se acompafa de una disminucidn correspon-
diente del peso corporal. Este cuadro alcanza una intensi-
dad mdxima a los siete dias después de la administracidn y
durante este periodo los animales pueden morir aungue no
aparezca pardlisis fldcida. Posteriormente el cuadro de
toxemia generalizada cede, los animales recuperan peso y a
las dos semanas después de la intoxicacidn parecen normales
en cuanto a su conducta motora. Mds tarde (entre tres y
cinco semanas después de administrar la Tullidera), los ani-
males manifiestan alteraciones en la marcha y pardalisis fla-

cida. Estas alteraciones aparecen inicialmente en Tlas



extremidades posteriores y después en las anteriores, coinci
diendo con las observaciones de otros autores. Finalmente,
los animales pueden sucumbir debido a la pardlisis respirato
ria, o bien recuperarse en el transcurso de varios neses.

Recientemente se ha reproducido el cuadro de intoxica-
cion mediante la administracidon de Tullidinol, compuesto
polifendlico hexaciclico Tiposoluble que ha sido aislado de
las cuticulas del endocarpio de los frutos de la Tullidora,
utilizando cromatografia en columnas de gel silice; la es-
tructura molecular de este compuesto se identificd mediante
resonancia proténica magnética nuclear (Mufioz-Martinez,
Cueva y Josephn-Nathan, 1979). Esta substancia ya habfa
sido aislada e identificada por Arai, Dreyver, fnderson y
Daves (1978), pero estcs autores no probaron si producia las
alteraciones descritas. No obstante, Mitchell y col. (1978)
encontraron que entre 2 y 5 dias después de inyectar esta
substancia intraneuralmente en el nervio cidtico del corejo,
las células de Schwann mostraban el mismo tipo de alteracio-
nes que encontraron Escobar y Nieto (1965) y Charlton y
Pierce (1969 a, b; 1970) mediante la administracién oral de
los frutos molidos de la Tullidora.

Se ha encontrado que cuando los animales son estudiados
durante la fase en que manifiestan trastornos motores, fuede
demostrarse desmielinizacidn seamentaria, bloqueo del impul-
so nervioso en los nervios periférices, disminucidn de la
tensidn desarrollada por los masculos, prolongacion de Tos
tiempos de contraccidén y de relajacion musculares, disminu-

ciéon en el contenido ae las proteinas especificas de la
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mielina, aumento en el contenido de una proteina que pudiera
ser constituyente de los neurofilamentos de 100 E, e hiper-
sensibilidad a la acetilcolina en los misculos esqueléticos
(Terdn y Munoz-Martinez, 1276; Mufioz-Martinez y Chdvez,
1279; Cueva y Munoz-Martinez, 1979; Mufioz-Martinez y Cueva,
1979, Munoz-Martinez, Cueva y Joseph-Nathan, 1979, Acki y
Munoz-Martinez, 1981). Sobre este Gltimo punto tratard la
presente tesis (desarrcllo e hipersensibilidad a 1a ACh en
fibras musculares esqueléticas).

Como se menciond, en las ratas intoxicadas con Tullidora
aparece hipersensibilidad a la acetilcolina en los misculos
esqueléticos (Cueva y Muhoz-Martinez, 1979; Mufioz-Martinez,
Cueva y Joseph-Nathan, 1979; Cueva, 1979) fendémeno que tam-
bién ocurre después de desnervacidn muscular por seccibn
quirGrgica de los nervios motores en animales normales
(véase abajo). En las fibras musculares normalmente iner-
vadas, sclamente la recidn de la placa motora, que es la que
estanlece contacto con el axdn correspondiente, es sensible
a la accidén de la acetilcolina, debido a que los receptores
membranales que se combinan con el neurotransmisor se encuen
tran restringidos a dicha region (Del Castillo y Katz, 1955;
Axelsson y Thesleff, 1959), 4 6 5 dias después de desnervar
el mdsculo Tenudssimus del gato, toda la superficie de la
fibra muscular puede ser despolarizada como consecuencia de
la aplicacidn local (iontoforética) de acetilcolina; este
fendmeno ha sido 1lamado "hipersensibilidad" a la ACh, y re-
sulta de un aumento en la sintesis de receptores por las fi-

bras musculares desnervadas (Brockes y Hall, 1975). Este
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fendmeno también se encuentra en otras especies animales
(véase, por ejemplo, Miledi, 1960).

En cuanto a los mecanismos que determinan la hipersensi-
bilidad a 1a ACh se han postulado tres hipdtesis:

(1) Que la hipersensibilidad resulta de la carencia de
un factor neurctrdéfico hipotético que normalmente seria 1i-
berado por el nervio y que reprimiria la sintesis de los re-
ceptores a la ACh (Luco y Eyzaguirre, 1955; Miledi, 1960;
Albuquerque, Warnick y Sansone, 1972; Johns y Thesleff,
1961; Hoffmann y Thesleff, 1972).

(2) Que la actividad muscular normal sea el factor res-
ponsable de que normalmente no existan receptores a la ace-
tilcolina excepto en la regién de l1a placa, y que la inacti-
vidad que resulta de la desnervacién determinaria la apari-
cion de receptores sobre toda la superficie membranal (Lgmo
y Rosenthal, 1972; Pestronk, Drachman y Griffin, 1976;
Lavoie, Collier y Tenhouse, 1977).

(3) Que 1a hipersensibilidad seria causada por la dege-
neracién de ramas axonales intramusculares (Jones y Vrbrovad,
1974; Jones y Vyskocil, 1975).

En los animales (ratas) intoxicados con Tullidora cpare-
ce hipersensibilidad a la ACh en Tos midsculos soleos de las
extremidades posteriores (Cueva y Mufioz-Martinez, 1979:
Cueva, 1979). Estos midsculos mostraron un cierto grado de
desnervacion funcional (en promedio, 35%) pero también Ta
hipersensibilidad puede aparecer en misculos que no estan
desnervados ni anatomica ni funcionalmente. En este dltimo

caso no puede postularse que la hipersensibilidad sea



causada por degeneracidn axonal, con lo cual se descarta la
hipotesis 3, mencionada anteriormente. Ahora bien, la des-
nervacién funcional se estimd ccmparandec las tensiones maxi-
mas de las sacudidas musculares producidas pecr estimulacidn
eléctrica del nervio (Tsn) y por estimulacidn directa del
misculo (Tsm); en los misculos normales, la razdén Tsn/Tsm es
igcual a la unidad, ya que el potencial de placa es supraum-
bral en todas las fibras; cuando existe un grado de desner-
vacion (anatdémica o funcional) dicha razén es menor que 1, y
al ser multiplicada por 100 se obtiene el porcentaje de des-
nervacién funcional. La desnervacidon se califica como fun-
cional porque el valor de Tsn corresponde al valor de una
funcidn: l1a transmisidn neuromuscular de la excitacién. Si
esta transmision estd disminuida, ello puede deberse a des-
nervacién anatémica (por ejemplo, degeneracién de las fi-
bras nerviosas motoras) o a disminucidn o abolicidn de la
transmisidn, aunque la terminal nerviosa se encuentre intac-
ta y en contacto normal con la placa motora. En los anima-
les intoxicados con Tullidora podria ocurrir desnervacion
funcional sin desnervacién anatdmica debido a bloqueo del
impulso nervioso (véase arriba); Mufoz-Martinez y Chavez
(1979) mostraron que la probabilidad de que ocurra bloqueo
del impulso en los animales intoxicados con Tullidora,
aumenta con la distancia. Asi pues, la desnervacidn funcio-
nal estimada por la razén Tsn/Tsm puede resultar tanto de
desnervacidn anatdémica como del posible bloqueo del impulso
nervioso. Consiguientemente, l1a hipersensibilidad a Ta ACh

en los misculos de los animales intoxicados podria deberse
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a desnervacion anatomica con la consiguiente carencia del
factor neurotréfico mencionado (véase hipdtesis 1) o a inac-
tividad muscular por bloqueo del impulso (hipdtesis 2).

Como se menciond, la hipersensibilidad a 1la ACh puede
presentarse en misculos de animales intoxicados que no mos-
traron desnervacidn funcional aparente, con lo cual parece-
ria que puede descartarse la hipdtesis 2. Sin embargo, el
valor de Tsn se encontrd estimulando el nervio cerca de su
entrada al misculo; en estas condiciones experimentales la
distancia de conduccidn entre el punto estimulado y las ter-
minaciones neuromusculares es relativamente corta comparada
con la distancia de conduccién normal en el animal integro,
es decir entre la médula espinal y las terminales. Como se
dijo, la probabilidad de que el impulsoc nervioso se bloquee
en los axones desmielinizados, aumenta con la distancia.

Por 1o tanto, las probabilidades de bloqueo serian mayores
en los animales integros que en la situacién experimental
mencionada, de tal manera que no se puede asegurar que en
estos animales no haya existido desnervacidn funcional y la
consiguiente inactividad muscular. En conclusidn, la hipé-
tesis 2 (la inactividad es causa de la hipersensibilidad)
no puede ser descartada.

Por otra parte, el efecto de Ta Tullidora podria deberse
a una accidn directa sobre las fibras musculares. Este no
parece ser el caso, ya que en un mismo mGsculo se encontra-
ron fibras con hipersensibilidad a 1la ACh, en la vecindad
de fibras con sensibilidad normal; ademds, mientras que en

el misculo soleo (extremidad posterior) muestra hipersensi-
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bilidad, en los misculos extensor comin de los dedcs de la
extremidad anterior, la sensibilidad a la ACh es normal.
Estas observaciones fueron hechas en ratas con pardlisis
fldcida de las extremidades posteriores, pero que no mostra-
ban pardlisis en las extremidades anteriores. Se ha pro-
puesto que la accion diferencial de la Tullidora sobre dife-
rentes misculos, estd relacionada con la longitud del nervio
motor correspondiente, con el tamafio de la unidad motora y
con ciertas peculiaridades del transporte intraaxopldsmico
de proteinas proponiéndose que las terminales nerviosas de
los axones motores asociados a unidades motoras grandes y
distales, serfan mas labiles a los agentes que interfirie-
sen con el transporte axoplasmico (Cueva, 1979; Mufoz-
Martinez & Sanderson, 1981).

La sensibilidad a2 1a ACh en ratas intoxicadas con Tulli-
dora ha sido medida, en primer lugar, mediante el desarrollo
de contracturas 4im vithro, producidas por soluciones con ACh
a concentraciones que varian entre 10'2 y 10_? g/ml. Los
misculos de animales normales no desarrollan contracturas
ante 1la ACh, debido a que los receptores se encuentran res-
tringidos en la regidn de la placa motora (Fertuck y
Salpeter, 1976), cuya superficie es de 150 umz (Hartzell y
Frambrough, 1972), mientras que la superficie membranal total
es de varios milimetros cuadrados. En los midsculos previa-
mente desnervados, aparecen receptores en toda la superficie
de la fibra muscular (las fibras musculares del soleo de la
rata miden entre 30 y 50y de didmetro y tienen una longitud

de 3 cm, aproximadamente) en estas condiciones, los misculos
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desarrollan contracturas con concentraciones relativamente
bajas (10'6 g/ml1) de ACh (Cueva, 1979). Los mdsculos soleos
de animales intoxicados, con pardlisis de las extremidades
posteriores, desarrollan contracturas a la ACh de magnitud
similar a las obtenidas en los mdsculos desnervados, Por
otra parte, la hipersensibilidad a 1a ACh también fue medida
en estos animales mediante la aplicacién iontoforética del
neurotransmisor, donde el nimero de moléculas de ACh eyecta-
das de una micropipeta es proporcional a la intensidad de la
carga anddica aplicada. Al colocar la micropipeta en la in-
mediata vecindad (2 um, aproximadamente) de la fibra muscu-
lar, ésta responde con una despolarizacidn local cuando se
eyecta T1a ACh sobre un area membranal que contiene recepto-
res para el neurotransmisor. El1 registro de esta despolari-
zacibn local se realiza mediante un microelectrodo situado
intracelularmente en la fibra muscular. En los animales nor
males, cuando la eyeccidn se hace sobre la regidn de la pla-
ca motora mediante una micropipeta lTocalizada extracelular-
mente, pero a una distancia no mayor de 20 um de la membrana
muscular, se registra una despolarizacion con el electrodo
intracelular. En los mdGsculos desnervados o de animales in-
toxicados con Tullidora, la aplicacidn de ACh sobre cual-
quier regidon de la membrana muscular produce despolarizacidn
(hipersensibilidad a 1a ACh). En el caso de los misculos de
animales intoxicados, la hipersensibilidad se presenta en un
porcentaje variable de fibras aln cuando se encuentre total-
mente inervado (véase arriba).

Con los métodos sefialados (contracturas e iontoforésis)
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se mide Ta respuesta a la ACh de misculos enteros o de fi-
bras musculares individuales, pero no miden directamente ni
la densidad promedio de receptores membranales para el neuro
transmisor, ni tampoco son adecuadcs para detectar el inicio
de la hipersensibilidad. Por un lado, con el registro de
las contracturas no se mide la respuesta de todas las fibras
del mdsculo, ya yue éste es bafiado por una solucidn con ACh
durante intervalos inferiores a los 10 seg, y este intervalo
nc es suficiente para que la ACh alcance la superficie de
todas las fibras musculares., La brevedad de este periodo es
necesaria debido al fendmeno de desensibilizacidn, v.gr. la
despolarizacidon que origina la contractura disminuye a lo
largo del tiempo (Katz y Thesleff, 1957). De hecho, los
misculos no se despolarizan si son bafiados por soluciones
que contengan ACh a concentraciones progresivamente crecien-
tes; es decir, el receptor puede desensibilizarse antes de
inducir despolarizacidon. Estos hechos determinan que el mé-
todo de las contracturas sea poco sensible para medir hiper-
sensibilidades incipientes a 1a ACh. Por otro lTado, Tas con
tracturas producidas por la ACh resultan de la suma de Tas
contracturas unitarias de aquellas fibras que desarrollan
hipersensibilidad. Asi, la contractura de todo el misculc
resulta de dos factores: el nimero de fibras con hipersensi-
bilidad v el grado de hipersensibilidad de cada fibra
(Cueva, 1979). Debe tenerse en cuenta que para que se
desarrolle una contractura detectable, debe existir una den-
sidad promedio minima de receptores a la ACh; por ejemplo,

1os mdscules normales no desarrollan contracturas alin cuando



(13

son sensibles al neurotransmisor en la regidn de la placa.

E1l método de icntoforésis permite averiguar si en el
mdsculo intoxicado existen fibras individuales sin o con
hipersensibilidad a la ACh, y si entre estas Gltimas hay
variaciones en los valores de sensibilidad, pero unicamente
da informacidon sobre las fibras que pueden ser exploradas
durante un experimento (20 aproximadamente). Para poder de-
tectar con este método el inicio de la hipersensibilidad,
seria necesario explorar midltiples puntos de una misma fi-
bra, ya que los receptores pueden encontrarse agrupados en
mosaicos, como es el caso de las fibras hipersensibles de
los misculos desnervados de 1a rana (Dreyer y Pepper, 1975),
lo que restringiria el nimero de fibras que pueden ser estu-
diadas en un experimento. Por otra narte, con la micropipe-
ta de iontoforésis solamente puede explorarse una fraccidn
de la superficie de cada fibra muscular; por ejemplo, la
porcién inferior y gran parte de las porciones laterales son
inaccesibles. En suma, con el método de iontoforésis seria
muy dificil estimar de manera confiable Ta sensibilidad pro-
medio en las fibras musculares de los animales intoxicados.

Un método mds adecuado para estimar el nlUmero de recep-
tores a la ACh y detectar aumentos de pequefia magnitud (al
iniciarse la hipersensibilidad) podria ser mediante el uso
de 1a a-bungarotoxina, que es un polipéptido neurotdxico
aislado del veneno de la serpiente Bungaxaus multficinctus
(Mebs y col., 1972). Esta toxina tiene la propiedad de ser
un bloqueador de la transmisidn sindptica, ya que se fija

en forma especifica e irreversible a los receptores a la
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ACh (Chang y Lee, 1963), por 1o que se utiliza para estimar
el nimero de receptores a este neurotransmisor. Miledi y
Potter (1971) confirman que al exponer el mdsculo sartorio
de rana y el diafragma de la rata a bajas concentraciones

de a-bungarotoxina (1 ug/ml), la transmisidn neuromuscular
se abole en 5 min. Usando toxina radioactiva, estos autores
pudieron medir un gran incremento en el nimero de moléculas
dz toxina unida a los receptores en midsculos desnervados.
Con el uso de la a-bungarotoxina radiocactiva ha sido posible
aislar, purificar y cuantificar lcs receptores colinérgicos

de las fibras del mdsculo esquelético (Berg y Hall, 1974).
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OBJETIVOS GENERALES

Al planear los experimentos que dieron motivo a esta te-
sis tuvieron dos propésitos fundamentales:

[) Investigar si la hipersensibilidad a la ACh ocurre
después de la desnervacidén de las fibras musculares es o nd
un resultado de Ta inactividad muscular. La solucidn de
este problema es indispensable para poder estudiar las cau-
sas que determinan la aparicidn de hipersensibilidad bajo el
efecto de 1a neurotoxina de la Tullidora (véase a continua-
cion).

E1 fendmeno de hipersensibilidad como consecuencia de la
desnervacidn se conoce y ha sido estudiado desde hace 50
afios, pero no se ha podido esclarecer cual es el mecanismo
que lo causa. En cierto modo, el problema se encuentra es-
tancado debido a que diferentes grupos de investigadores han
encontrado evidencias contradictorias en cuanto a la posible
participacidn de la actividad muscular en la regulacidn de
la sintesis y distribucién de Tos receptores a la ACh.
Algunos investigadores encontraron que la inmovilizacidn de
misculos inervados no causa hipersensibilidad (Johns y
Thesleff, 1961; Fischbach y Robbins, 1971). Sin embargo, se
ha arguido que en esos experimentos los midsculos pudieron
haber tenido un cierto grado de actividad. Otros autores han
encontrado que el perfodo de latencia entre la desnervacion
y la aparicidon de hipersensibilidad es mayor cuanto mayor sea
la distancia entre la seccidn nerviosa y las terminales

ax6énicas (véase, por ejemplo, Miledi, 1960; Uchitel y
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Robbins, 1978); es obvio que independientemente del lugar
donde se haga la seccidn, la actividad muscular cesard ins-
tantdneamente en todos los casos y que la latencia para 1;
aparicidn de la hipersensibilidad estard relacionada con la
lTengitud del segmento nervioso distal a la seccidn. Este
tipo de observaciones di6 lugar a las hipdtesis 1 y 3 mencio
nadas anteriormente. En el casc de la hipétesis 3, se postu
la que cuanto mayor sea la loncitud del cabo nervioso dis-
tal, mds tiempo tardaria en degenerar la terminal nerviosa

y en que apareciesen los productos de degeneracidén que final
mente causarian -por medio de algln mecanismo desconocido-
el aumento de receptores a la ACh. Como se mencioné ante-
ricrmente, esta hip6tesis parece poco probable, ya que en el
midsculo soleo de ratas intoxicadas puede aparecer hipersen-
sibilidad aunque la inervacidon sea completa. Asf{ pues, 1la
hipétesis 3 parece mas plausible para explicar este tipo de
observaciones.

Las evidencias en favor de que la inactividad muscular
sea el factor responsable de la hipnersensibilidad son abun-
dantes (consiGltese la revisidén de Rosenthal, 1972) pero no
estdn libres de critica. Los resultados que mds favorecen
a esta hipb6tesis fueron los obtenidos por Berg y hall (1974),
quienes estudiaron en ratas la hipersensibilidad a la ACh
en el hemidiafr;gma cesnervado o en diafragmas inmovilizados
durante cinco dias mediante la administraci6n de d-tubocura
rina, succinilcolina o a-bungarotoxina. Al cabo de tres,
cuatro o cinco dias después de la desnervacidén o de la inmo

vilizacién por bloqueo postsinaptico, las fibras musculares
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diafragmdticas fueron igualmente hipersensibles; es decir,
con este tipo de maniobra se logrd reproducir en misculos
inactivos pero inervados una hipersensibilidad de magnitud
semejante a la producida por la desnervacidn. No obstante,
se puede arguir que el factor que produjo la hipersensibili-
dad en los misculos inmovilizados, no fue la inmovilidad
sino las toxinas utilizadas.

Aqui he mencionado solamente algunos de los resultados
experimentales que han dado Tugar a la prolongada controver-
sia sobre el papel de la inactividad muscular en la produc-
cién de hipersensibilidad a 1a ACh. Para una documentacidn
completa sobre este tema, puede consultarse la revisidn de
Rosenthal (1679).

Tratando de encontrar una respuesta clara a este proble-
ma, se decidié estudiar la fijacion de a-bungarotoxina en
midsculos soleos de rata desnervados o inervados pero inmovi-
lizados. Para producir la inmovilidad escogimos una manio-
bra que no requiere el uso de agentes quimicos que por sfi
mismo podrian producir hipersensibilidad: esta maniobra fue
la seccién espinal. Como en los animales con choque espinal
pudiera ocurrir qgue la inactividad muscular no fuese comple-
ta, debiamos contar con un método aue nos permitiese juzgar
si la inactividad de estos mlsculos es comparable a la de
los misculos desnervados (totalmente inactivos). Para ello
se desnervd ipsilateralmente el misculo soleo en las mismas
ratas en las que se practicaba la seccidén medular. Asi
pués, el misculo de un lado es desrervado y el del otro lado

permanece inervado pero inactivo; la inactividad de ambos
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misculos se juzgé por la atrofia (véase METODOS Y RESULTA-
DOS). Si el mdsculo inervado mostrase el mismo arado de
atrofia que el desnervado, podrfamos concluir que estuvo to-
talmente inactivo a pesar de la inervacién.

Una de las tesis que sustento ccmo consecuencia de mis
resultados es que la inactividad muscular no origina por si
misma hipersensibilidad a 1la ACh y que la hipersensibilidad
gue ocurre por desnervacidn o por la intoxicacidn con l0s
principios activos de la Tullidora es manifestacidn de 1la
carencia de un factor neurotr6fico cue normalmente regula la
sintesis de receptores de acetilcolina en las fibras muscula
res. Esta carencia podrifa resultar ce que la terminal ner-
viosa no liberase ese factor, o por deceneracién o retrac-
cién de la terminal.

II) Buscar evidencias que indiquen si la hipersensibi-
lidad a la ACh gue ocurre como consecuencia de la intoxica-
cién por Tullidora es resultado de desnervacidn anatdmica
0 si dicha hipersensibilidad puede aparecer en midsculos que
no estdn desnervados. Como se mostrard (en los misculos de
ratas intoxicadas existe), se puede detectar desnervacidn
anatémica, aunque desconocemncs si éste es el (nico factor.

Ya se ha mostrado gque la toxine de la Tullidora causa
hipersensibilidad (Cueva, Mufioz=-Martinez, 197¢; Mufoz-
Martinez y Cueva, 1979; Cueva, 197S5; Mufioz-Martinez, Cueva y
Nathan, 1975) en misculos solec de rata aue presentaban un
pequefio porcentaje de desnervacidn funcional (35% en preme-
dio), y en un caso la hipersensibilidad se detectdé en un

midsculo que aparentemente estaba totalmente inervado, 1o
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que pcdria ser una indicacidn de que la desnervacién no es
necesaria para que aparezca hipersensibilidad en las fibras
musculares de los animales intoxicados. No obstante, en
los experimentos referidos, los mdsculos utilizados fueron
extraidos de animales que, en general, mogtraron signos
conductuales severos; esto es, que se encontraban en esta-
dios avanzados de la intoxicacidn, existiendo la posibilidad
de que en un estadio previo, todas las fibras musculares se
encontrasen desnervadas, pero que en el momento de realizar
el experimento agudo, algunas de estas fibras hubiesen sido
reinervadas, posibilidad que se ve reforzada por el hecho
de que las alteraciones clinicas caracteristicas de la in-
toxicacion por Tullidora son reversibles. Si este fuera el
caso (que las fibras inervadas hubiesen estado previamente
desnervadas), podria ocurrir que la hipersensibilidad a Ta
ACh persistiese durante un periodoc posterior a la reinerva-
cién. Para resolver este problema se hace necesario estu-
diar la latencia y el cursc temporal de la hipersensitili-
uad. Como ya se ha mencionado, las alteraciones motoras
comienzan a aparecer en la rata, entre 3 y 4 semanas des-
pués de la administracidn Unica de los principios activos de
la Tullidora. En caso de que en estos animales apareciese
hipersensibilidad a 1a ACh, ello no podria explicarse como
consecuencia de una desnervacién previa prolongada. Asi
pues, otro de los prop6sitos concretos al iniciar este tra-
bajo de tesis fue el investigar la Tatencia de aparicién de
la hipersensibilidad y seguir su curso temporal en los

misculos de animales intoxicados. Comparando los rasultados

\
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obtenidos en animales intoxicades ccn los obtenidos en miscu
los desnervados cuirdraicamente quizds pueda conocerse si la
hipersensibilided czusada por la Tullidora resulta o né de

la desnervacién anatdmica o funcional de las fibras muscula-

res.
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“ETODOS

Intoxicacidn con homogenados crudos de la almendra de la

Tullidora.

Se extrajercn las almendras del endocarpio lehfoso de los
frutos de la Tullidora, recclectada de la Sierra Madre Orien
tal, en las cercanias de Ciudacd Victoria, Tamaulipas, y se
prepard un machacado ce almendras y de cuticulas que las cu-
bren. El machacado se mezclé con agua, hasta fermar una pas
ta que se administrd intraesofdgicamente a razdén de 1.3 ¢ de
mackacado por kg de peso. PFPara la administracidon intraesofd
gica, las fauces ae Tos anirmales fueron abiertas mediante
una pinza, y se introdujo un catéter para verter la pasta en
el 1imite del eséfago y la boca del estdmago. E1 machacado

fue administrado en 100 ratas Wistar, machos, de 150 a 200 g

de peso.

Intoxicacidn con Tullidinol

Se utilizaron 30 ratas wWwistar, machos, con un peso corpo
ral de 150-200 ¢ para ser tratados, mediante la administra-
cién intraesofdgica de una suspensidon oleosa preparada ccn
aceite de cacahuate y Tulliainol (Cueva, 1679; Fio. 1); la
concentracidn ce esta substancia fue de 140 mg/kg, la que
resultd adecuada comparada con diferentes dosis utilizadas
(véase Tabla II).

Todos los animales tratados se mantuvieron en ayunc 24 h
antes de ser intoxicados. Las ratas intoxicadas se sacrifi-
caron entre 1 y 6 semanas después de la intoxicacidn para

determinar la fijacidn de z-bungarotoxina.
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Figura 1.
Principio activo aislado del fruto de la Tullidora (v
el texto). \
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TABLA |I. RATAS INTOXICADAS CON TULLIDORA
Dosis 29/kg 179/kg 159/kg | 3g/kg
Numero Total 7 30 10 55
Muer tas 6 23 8 13
No Intoxicadas - 3 | 28
Intoxicadas | 4 1 |4




TABLA II. RATAS INTOXICADAS CON TULLIDINOL
Dosis 300mg/kg 200mg/kg [190mg/kg 180mg/kg  180mg/kg  140mg/kg
Ndimero Total 5 5 8 3 3 9
Muertas 5 5 6 3 3 3
No Intoxicadas e = | = = =
Intoxicadas — - | — - 6




Procedimientos quirdrgicos: desnervacidén y seccién

espinal.
"

Se anestesiaron 20 ratas con pentobarbital sddico (35
ma/kg) inyeccidn intraperitoneal, bajo condiciones de asep-
sia se les secciond el nervio cidtico a la altura del tercio
superior del muslo a 1.5 cm del agujero cidtico, aproximada-
mente, en el hoyo pélvico. La nerida fue suturaca y se per-
mitié la recuperacidn de los animales, los cuales fueron sa-
crificados a los 5, 8, 15 y 23 dias después para estudiar la
fijacidn de a-bungarotoxina tanto en el misculo soleo desner
vade como el inervado (véase abajo). En otro grupo de 25
animales, ademds de la seccién unilateral del cidtico, se
practicéd transeccidn completa de la médula espinal; estos
animales fueron sacrificados 3, 4 y 5 dias después, para es-

tudiar la fijacidn de bungarotoxina en ambos misculos soleos.

2
Determinacidon de la unidén de “H-a-bungarotoxina en

misculos soleo y extensor d{igitcrum Cengus.

Se anesteriaron ratas normales, intoxicadas o previamen-
te operadas, mediante la inyeccidn intraperitoneal de pento-
barbital sédico (35 mg/kg). Los mdsculos scleo y extensor
largo de los dedos se expusieron, se disecaron y se reseca-
ron cuidadosamente a fin de no dafiar a las fibras. Inmedia-
tamente después de la reseccidn, los misculos se colocaron
en una caja de Petri con una solucién Krebs-Henseleit. La
composicidon de esta solucidon fue: NaCl, 117 mM; KC1, 4.7 mM;
CaClz, 2.5 mM; MgSO4, 1.2 mH; NakhCO;, 24.8 mM; K,HPO,,

1.2 mM y Dextrosa, 11. 1 mM. La solucidén fue continuamente
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oxigenada por burbujeo de una mezcla con 5. de 0, y 5% de
CO2. En seguida los mdsculos se fijaron al fondo de la ca-
ja, que estaba cubjerto por un material pldstico (Syleard),
mediante alfileres, y se procedid a disecar haces de fibras
musculares de los bordes del milsculo, de aproximadamente 800
fibras por haz (véase Fig¢. 2), los cuales se montaron en
unas placas de Syloard (véase Fig. 3).

Los haces musculares fueron incubados durante 2 h en una
solucién Krebs—HenseTeit con *H-a-bungarotoxina, con una ac-
tividad especifica de 8.1 mCi/mg, utilizando concentraciones

o~ 11 hasta 6.20 x 10”11 1, estas

crecientes desde 2.48 x 1
concentraciones son consideradlemente menores que las utili-
zadas en estudios previos (véase, por ejemplo, Berg y Hall,
1974). Sin embargo, cono se mostrard en la seccidn de
RESULTADCS, la fijacidén de bungarotoxina por las fibras
musculares fue ligeramente mayor en nuestros resultados,
comparados con los resultados de otros autores. La incuba-
cién se prolongd durante 2 h, a fin de que la concentracidn
de la toxina fuese homogénea en todo el tejido muscular
(Frenk et al., 1975). La solucidn se mantuvo continuamente
oxigenade por burbujeo. Leos frascos ce incubacidn se sumer-
gieron en un bafic con temperatura constante de 37°C. En
algunes casos, un mismo tubo de incubacién contenia haces
musculares de animales experimentales (intoxicados o pre-
viamente sometidcs a cirucia) v de animales testigo.

Después de la incubacidn con la toxina, se inicié el
lavado de los mlsculos reemplazando Ta solucidn con toxina

marcada por una solucién Krebs-Henseleit sin bungarotoxina,



ne
g
121
tef
fiido
Cco
n

L



\ll ma - (a
Rh& Y

(

Figura 3.

Esquema para ilustrar el procedimiento utilizado: 1) localizaci6n
del miisculo soleo, 2) resecci6n de dicho misculo, las Tineas pun-
teadas indican las fibras de los bordes (haces musculares), 3)
placas Sylgard donde se montaron los haces musculares, 4) camara
de incubacidn. (véase el texto!
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la cual fue, a su vez, reemplazada por solucidn fresca; esta
operacidn se repitié cada 10 min, durante 2 h. A partir del
momento en que se inicid el lavado se tomaron alicuotas de
50 pl1 cada 10 min, y se determindé la radioactividad, con el
fin de averiguar cuando se habfa lavado toda la bungarotoxi

na del espacio extracelular (véase Fig. 4).

Determinacidon del peso molecular

Al concluir el lavado, se sacaron los haces musculares,
se separaron los tendones, se removid el exceso de agua se
pesaron (peso himedo). En algunos casos, cada haz fue sec-
cionado mediante dos cortes transversales para obtener tres
fragmentos; uno central que contiene todas o la mayoria de
las placas motoras (Albuqguerque et al., 1970) y dos fragmen-
tos de los extremos. La longitud del fragmento central
(1 cm) era, aproximadamente, el doble de 1a longitud de cada
uno de los fragmentos de los extremos. Esta divisidn tuvo
por objeto determinar la fijacién atribuible a las placas y
la fijacidn por parte de la membrana muscular que no tiene
placas. Como se sabe, las fibras del mdsculo soleo de 1la
rata tienen receptores en la membrana fuera de la regidn de
la placa motora, aunque la densidad de receptores en la
zona de la placa es mucho mayor. En seguida los haces de
fibras se desecaron a 45°C durante 4 h, se pesaron nuevamen-

te (peso seco).

Determinacion de radioactividad

Los haces musculares desecados, se homogenizaron con
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Figura 4.
Curva de decaimiento de la radioactividad en las soluciones de
lavado, las barras representan el error estandar.
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300 ul de una solucidn alcalina (NCS Amersham) y 25 ul de
agua durante 3 h, en un recipiente al que después se afiadie-
ron 10 m1 de una solucidn centelleante conteniendo 4 g de
2,5-difeniloxazola (PP0O) y 100 mg de 1,4 bis-2-(5-feniloxa-
zolil)-benceno (POPOP) por litro de tolueno. A las alicuo-
tas tomadas durante las 2 h de lavado se les afiadieron 10 ml
de solucidn centelleante para muestras acuosas Insta-gel
(Packard). Las muestras se almacenaron a 4°C durante 12 h,
en obscuridad. Se contdé la Tuz emitida por las muestras en
un contador de centelleo liquido (Packard). Como testigos
se tomaron midsculos tratados de igual manera, pero no fue-
ron sometidos a la incubacién con *H-a-bungarotoxina. En

el contador de centellec se determinaron las cuentas por
minuto (cpm) y se calcularon las desintegraciones por minuto
(dpm), tomando en cuenta la eficiencia del aparato, aue fue
previamente determinada utilizando soluciones estandar con
actividad radioactiva conocida (véase Fig. 5).

Finalmente se estimd el porcentaje de a-bungarotoxi
na fijadas por mg (peso seco) del misculo, tomando en cuenta
la actividad especifica de Ta *H-a-bungarotoxina, la vida me
dia del tritio (12.3 afios), la fecha en que la molécula fue
irradiada y el proceso de decaimientc exponencial de la

radioactividad, de acuerdo con la férmula de la Fig. 5.

Preparacidn del tejido

Para determinar el nGmero de fibras por haz muscular
se fijaron haces de mfsculos normales en formaldehido al

10%, se incluyeron en parafina y se procesaron mediante la
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Figura 5.

Curva de eficiencia del aparato de centelleo 1iquido. Los valores -
de Tas abscisas son los valores arbitrarios de apagamiento estandar;
1 corresponde a apagamiento 0 y 0 corresponde a apagamiento total (o
absorcidn total por parte de la solucidn). La disminucidn de la ra-
dioactividad d 1?5 estandares fué calculada mediante la ecuacién; -
A= A,e-0.693/T)(t) donde Ao= actividad inicial, A= actividad presen-
te después del tiempo t, T= vida media del 3H, t= tiempo transcurrido
y e= base de Tos logaritmos naturales. Los valores graficados en las
ordenadas, fueron el resultado del cociente de los cpm contados en -
el aparato, entre los valores de la radioactividad resultante (dpm)
de Ta ecuacidn para cada estandar.
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técnica histoldgica ordinaria tefiidos con hematoxilina y
eosina (Fig. 2).

Para la observacion de la ultraestructura de las termi-
nales, se resecaron haces musculares de misculos intoxicados
los que se fijaron con glutaraldehido, después fueron inclui
dos en resina Epon 812 y seccionados para su observacidn a

microscopia electrdnica (Fig. 13).



RESULTADCS

Sindrome de intoxicacidn producido por la administracidn

de la Tullidora o del Tullidinol en la rata.

E1l cuadro de intoxicacién producido por la administra-
cion de una sola dosis de Tullidora o de Tullidinol en 1la
rata, fue similar al encontrado por Mufioz-Martinez y Chédvez
(1979) en gatos intoxicados y consisti6 en dos tipos de
alteraciones: 1la alteracidn inicial, se presentd durante
la primera semana de intoxicacidn con Tullidora o Tullidi-
nol, y se caracteriza por hipoactividad y disminucién ;n Ta
ingestidon de los alimentos que trae como consecuencia la
pérdida de peso de los animales. Este periodoha sido 1lama-
do el periodo acudo; durante el periodo agudo ocurrid el
mayor porcentaje de muertes. Posteriormente el cuadro de
toxemia aguda cecdidé y dos semanas después de Ta administra-
cion los animales se mostraron normales en cuanto a su con-
ducta motora, para luego presentarse el segundo tipo de al-
teracién entre la tercera y la quinta semana después de la
intoxicacién. Este periodo se conoce como crénico. Las
alteraciones de la conducta motora se inician con hipotonia,
alteraciones de 1a marcha y paralisis fldcida de las extremi
dades posteriores. En ningiln animal intoxicado con Tullido-
ra o Tullidinol se observd pardlisis de las extremidades an-
teriores ni pardlisis respiratoria.

Se utilizaron diferentes dosis de homogenado crudo de la
almendra de la Tullidora (véase Tabla I) para averiguar cual

era la conveniente para producir el sindrome motcr
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caracteristico. En la primera semana de la intoxicacién se
observé gran porcentaje de mortalidad en todas las dosis em-
pleadas, siendo la dosis de 1.3 g /kg (véase METODOS) la ade
cuada por presentar menor porcentaje de mortalidad y un ma-
yor porcentaje de ratas que presentaron el estado crénico.
En cuanto a Tas ratas intoxicadas con Tullidinol, se utiliza
ron desis de 300, 200, 180, 160 6 140 mg/kg de peso corpo-
ral, siendo esta Gltima con la que se obtuvo mayor porcenta-

je de ratas intoxicadas.

Aumento de la densidad de receptores en misculos desner-

vados.

E1 aumento de receptores a la ACh en el misculo soleo
desnervado ya ha sido estudiada por otros autores (véase,
por ejemplo, Bray, Hubbar y Mills, 1979), pero nuestras con-
diciones experimentales fueron diferentes. En experimentos
previos, 1a bungarotoxina fue marcada con 125I y las concen-
traciones utilizadas fueron mayores a las usadas en nuestros
experimentos. En los presentes experimentos la buncarotoxi-
na fue marcada con *H y las concentraciones fueron ccnsidera
bleriente menores; la concentracion que se utilizd con mayor
frecuencia fue de 2.48 x 10'11 . La razdén para usar estas
bajas concentraciones es el alto costo de esta substancia.

Para poder interpretar correctamente los resultados ob-
tenidos en los animales intoxicados era necesario saber si
las bajas concentraciones de *H-a-bungarotoxina que utiliza-

mos es 0 no es una variable que debiera ser tomada en consi-

deracidn. Para ello se estudido la fijacidn de Ta toxina en
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misculos que permanecieron desnervados durante periodos va-
riables. En estos experimentos se incubaron conjuntamente
haces del misculo desnervado y del misculo inervado contra-
lateral del mismo animal (mlsculo normal). Nuestros resul-
tados fueron comparados con los obtenidos por Bray et al
(1979). La concentracién utilizada por estos autores fue de
1 x 109 n.

Los valores normalizados (100% = fijacion en los miscu-
lTos testigo) unidos con Tineas continuas en la Fig. 6 corres
pondé a los resultados de Bray et al. Como puede verse,
ambas curvas muestran tendencias similares aunque, en gene-
ral, la fijacidn obtenida por Bray et al. es mayor, sobre
todo para el periodo de tres dias. Como se discutird poste-
riormente, esta diferencia puede ser explicada al menos par-
cialmente por los diferentes niveles en los que se practica-
ron las secciones nerviosas; las diferencias para los perio-
dos de 8 dias en adelante parecen ser poco significativas
(véase la DISCUSION). Nuestros resultados y la comparacidn
mencionada nos permiten concluir que las diferencias en iso-

topos y en concentracion no son variables importantes.

Fijacién de 3H-a-bungarotoxina en mdsculos desnervados y

en misculos inervados de un mismo animal después de la sec-

cién espinal

La seccidn espinal tuvo por objeto producir inmovilidad
de las extremidades posteriores (choque espinal). En los
animales espinalizados se secciond el nervio cidtico de un

solo lado y se estudié la fijacion de *H-a-bungarotoxina
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Figura 6.
Curva de incremento de la fijacidn de a-BuTX en musculos soleos

desnervados. La concentracidon utilizada fué de 2.48 X 10-11 M
Resultados obtenidos de nuestros experimentos

----  Resultados obtenidos por Bray et al.

Las barras representan el error estandar.
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(2.48 x 10'11 M) en ambos midsculos soleos. En estos experi-
mentos se incubaron en un mismo tubo haces de fibras muscu-
lares del misculo inervado, del mdsculo desnervado y, ade-
mds, de un soleo testigo. Se calculd la fijacidén por unidad
de peso seco (dpm/mg). La fijacidén en los haces musculares
del animal experimental (Fe: desnervado o inervado, Fed o
Fei) se compard con la fijacidon en el tejido muscular testi-
go (Ft). E1 aumento porcentual de la fijacién (aF) se calcu

16 con las formulas:

AFd = Tﬁ%"— x 100 ; aFi = -8 x 100

Las barras obscuras de la Fig. 7 corresponden a los
valores de Fd, obtenidos de animales espinalizados durante
3, 4 y 5 dias. Notese que el incremento de Fd se manifiesta
claramente al tercer dia de desnervacién y que Fd y Fi son
diferentes (p < 0.001; probabilidad t de Students). A los 4
y 5 dias después de la seccidn medular, Fd y Fi son ain mayo
res, pero la diferencia entre ambos también aumenta (p <
0.0005 para los valores de 4 dias y p < 0.0001 para los de 5
dias). Estos resultados son cualitativamente semejantes a
los obtenidos por otros autores utilizando *?°H-a-bungaroto-
xina (Lavoie et al., 1975; Bray et al., 1979) aunque las di-
ferencias entre Fd y Fi fueron mayores en nuestros experimen
tos. Aparentemente, la inactividad muscular es capaz de pro
ducir un cierto grado de hipersensibilidad a 1a ACh en los
musculos inervados, aunque esta hipersensibilidad es menor
que la producida por la desnervacidon. Sin embargo, aunque

Fd/mg y Fi/mg aumentan progresivamente, es de esperar que la
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Figura 7.
Histograma de distribucién de la fijacidn de a-BuTX en misculos

desnervados e inervados,(véase el texto). Las barras represen-
tan el error estandar.
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inactividad muscular produjo atrofia, de tal manera que si

se desean conocer las variaciones por midsculo o por fibra

muscular -ya que el numero de fibras no disminuye en la
atrofia dentro de un periodo de 5 dias- es necesario corre-
gir Fd y Fi por el grado de atrofia muscular.

La Fig. 8 muestra la atrofia muscular de los mismos
midsculos utilizados para estudiar Fd y Fi. La medida de la
atrofia es un proceso complicado que es conveniente expli-
car:

Para medir la atrofia de un mdsculo es necesario compa-
rar su peso con el peso del animal o con el peso de un
mdsculo scleo normal de ratas cun el mismo peso corporal.
La seccidon espinal produce atrofia no solamente en el midscu
1o que nos interesa (scleo), sino también en los otros
misculos de las extremidades posteriores. En consecuencia,
el peso del animal disminuirda por esta atrofia generalizada
de las extremidades, de manera que en estos animales, el co
ciente peso del soleo/peso corporal serd mayor que si el
peso corporal no aumentase. Por otra parte, a las ratas de
laboratorio se les ofrece conida aa (toLfum y éstas llegan
a alcanzar pesos de 500 g: en nuestros experimentos utiliza

nos ratas entre 156 y 200 g

el dia que fueron operadas (pe-
so inicial (i)}, pero que si no hubiesen sido operadas

habrian pesado mds el dia del experimento. No obstante, si
se tomase en cuenta el peso del animal en este dia, se come
teria el error sefialado anteriormente. Para poder medir la

atrofia muscular de una menera mas correcta, primero se ave-

rigudé en un grupo de animales ftestigo la tasa de crecimiento
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Atrofia de musculos soleos de animales con seccidn medular ® desnervados;
o jnervados. (véase el texto). Las barras representan el error estandar.
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durante lapsos de 3, 4 y 5 dias; encontramos que estas tasas
fueron 9.5%, 14% y 17%, respectivamente, de manera que a los
3, 4 y 5 dias después de la seccién medular, los pesos de
los animales serian Pi x 0.095, Pi x 0.14 y Pi x 0.17; estas
ltimas cifras serdn denominadas comc factor de correccidn
(Fc). También se averigué el peso del soleo en los animales
testigo, fue 0.0796% + 0.00069 (desviacién estdncar); a este
cociente se le denominard Pmt. Asi pues, la atrofia (A) de
los mlsculos desnervados o inactivos fue calculada de la si-
guiente manera:

Pdes
Pi + (P1 x Fc)

des
Pmt

in
Pi + (pi x Fc)
in
Pt

donde P y Pin son los pesos secos de los misculos desner-

des
vados e inactivos de las ratas con seccidn espinal. Los va-

lores de P y Pin se averiguarcn desecando y pesando con-

des
juntamente todos los haces musculares obtenidos de un miscu-
1o dado. Una vez determinados los correspondientes valores
de atrofia (A), se determiné y normalizdé la fijacidon corre-
gida (Fec) de la siguiente manera:

Fe(dpm/mg)

Ft(dpm/mg)

Fec = eSS oS, [ [
A

Las barras claras de la Fig. 9 corresponden a los valo-

res de Fec para los misculos desnervados e inervados.
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Histograma de distribucién de la fijacion de w-BuTX en musculos
desnervados (D) e inervados(I)
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En esta figura Ft = 100%. Notese que debido al factor de
correccidon A, las fijaciones corregidas (barras claras) son
menores que las 1o corregidas (barras oscuras), y Gue en el

caso de los midsculos inervados no hay aumento de fijacidn de

*H-a-bungarotoxina. Dada la discrepancia entre nuestros re-
sultados y los obtenidos por otros autofes (véase Bera y
Hall, 1974; Lavoie et al., 1975; Bray et al., 1979), podria
arguirse que el misculo inervado de los animales con seccién
espinal no estuve totalmente inactivo, y que un pequefio ¢ra-
do de actividad pudo haber prevenido la aparicién de hiper-
sensibilidad a 1a ACh (véase Lgmo y Westgaard, 1972). De
hecho, como puede verse en la Fig. 8, la atrofia de los
misculos desnervados fue ligeramente mayor que la de los
inervados, aunque la diferencia no parecidé ser significativa
cuando se aplicd la prueba de t de Students, los valores de
p fueron menores que 0.5 para los casos de los mdsculos estu
diados 4 y 5 dias después de la seccidon medular y menor de
0.1 por los de 3 dias. Aln asi, decidimos seleccionar pare-
jas de musculos (desnervauos e inervados; cada pareja fue
sbtenida de un mismo animal) cuyos pesos difiriesen entre si
por 1os menos de 5%. La Fec de estos misculos se encuentra
expresada por las harras punteadas ©n la Fig. 3. Como
puede verse, tampoco hubo incremento de la fijacidn en los

midsculos inervados.

Fijacién de *H-a-bungarotoxina en animales intoxicados

con Tullidora

La pardlisis fldcida que se desarrolla en los anima’es
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intoxicados pueae ser manifestacion del bloqueo de Ta conduc
cién nerviosa en los axones motores (hufoz-ifartinez v Chéivez,
1979; Muhoz-Martinez, Cueva y Joseph-Nathan, 1979) sin que
exista desnervacion anatdémica., Si éste fuese el cesc v, en
vista de los resultados anteriores, parece poco probable que
la iractividad muscular que podria haber sido producida por
un pasible bloqueo nervioso, llegase a producir un incremento
en la sintesis de receptores a la ACh y un aumento correspon
diente en la fijacidn de a-bungarotoxina. En todo caso, la
inactividad podria producir un pecuefio incremento (barras
obscuras en la Fig. 9) que, como vimos, es resultado de 1la
atrofia muscular, 1o que no implica aumento en el nirero de
receptores por misculo (o por fibra muscular). En los anima
les intoxicados no fue posible determinar el grado de atro-
fia muscular ya que, como se menciond en la ]NTRODUCCIGN.
después del tratamiento los animales disminuyen su ingestién
de alimento y pierden peso corporal, de fcrma que la posible
atrofia muscular en estos animales podria reflejar el estado
de caquexia generalizada ademds de la irnactividad. Asi pues,
la fijacion de a-buncgarotoxina en los misculos de animales
intoxicados serd expresada como incremento porcentual por mg
de peso seco.

tn la primera serie de exverimentos con animales intcxi-
cados con extractos crudos de Tullidora (véase METGDOS), se
seleccionaron ratas que mostraban pardalisis fldacida total
de las extremidades pcsteriores, entre 43 y 48 dias después

de la administracion de una scla dosis. La Fig. 10A ruestra

lcs resultados obtenidos para el mlsculc soleo de cinco
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Figura 10.

Histograma de distribucion de la fijacion de a-BuTX en musculos de
ratas intoxicadas con Tullidora. (véase el texto). Las barras re-
presentan 21 error estandar.
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animales (barra oscura); la fijacién aumentdé en mds del 600%.
Posteriormente se discutira que este aumento no puede ser
causado unicamente por la posible atrofia muscular {véase la
DISCUSIOMN). La barra clara de la Fig. 10A corresponde a los
resultados obtenidos en el musculo extensor largo de los de-
dos (misculo de sacudida rdpida). Dado que no existen dife-
rzncias entre las fijaciones por parte de este mdsculo compa
rada con la del soleo (misculo de sacudida lenta), puede con
cluirse que el aumento de receptores probablemente ocurre en
todos los mlGsculos de las extremidades posteriores, inderen-
dientemente de las propiedades mecdnicas de éstos, de tal
forma cue Tos resultados obtenidos con ambos misculos pueden
Ser agrupados.

La Fig. 108 muestra los resultados obtenidos en otros
animales gque fueron sacrificados entre 40 v 43 dias después
de la administracién de Tullidora. En este caso se utiliza-
ron dos concentraciones diferentes de *H-a-bungarotoxina,
pero los resultados fueron comparables, por lo que también
es valido agrupar los resultades obtenidos con estas dos con
centraciones. Ndotese, sin embargo, que en los mlsculos de
los animales sacrificados entre 40 y 43 dias muestran menos
fijacidn que en caso de los obtenidcs entre 43 y 48 dias, 1o
cual sugiere que el aumento en el nlnero de receptores a la
ACh aumenta progresivamente. En efecto, ccomo se muestra en
la Fig. 11A, la fijacién de *h-a-bungarotoxina comenzd «
aumentar claramente entre 22 y 28 dias después ae la adminis
tracion de los principios activos de la Tullidora (homocena-

dos crudos) y continué aumentando hasta alcanzar un valcor
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Ficura 11.

Histegrama de distribucién de 1a fijacién de a-BuTX en musculos
soleo y extensor largo de los dedos de animales intoxicados con

TulTidora (A) o con Tullidinol (B), (véase el texto). Las ba-
rras representan el error estandar.
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maximo entre 43 y 43 dfas; no se estudid la fijacidén en ani-
males intoxicados durante periodos mayores. N6tese en 1la
Fig. 11A un pequefio incremento (110%) para el caso de los
animales sacrificados entre 15 y 21 dias después de la into-
xicacidén, pero dicho aumento no fue estadisticamente signi-
ficativo (p<0.2; probabilidad t de Students). Sin embargo,
la baja significaci6n puede resultar de la dispersién de los
valores testigos, ya que para esta serie experimental, los
midsculos testigo fueron procesados por separado. Con el ob-
jeto de establecer con mayor precisidn en qué momento apare-
ce el aumento de receptores en los animales intoxicados, se
realizaron experimentos en los que, para cada caso, los mis-
culos de animales intoxicados fueron incubados conjuntamente
con misculos testigos, de manera que la fijacidn de *H-a-
bungarotoxina en los primeros fue referida a la fijacidn en
los testigo incubados en las mismas condiciones; ademds en
estos exnerimentos siempre se utilizé la misma concenrntracidn
de a-bungarotoxina (2.48& x 10”11 ¥). Como se muestra en la
Fig. 12 el aumento de fijacidn fue estadisticamente signifi-
cativo para Tos mlsculos de animales intoxicados entre 15 y
16 dias. Conviene remarcar que antes de estas fechas, los
animales intoxicados no mostraron signos motores aparentes.
Asi pues, el proplsito de averiguar en qué momento aparece
el aumento de la fijacidon fue razonablemente satisfecho:

entre 15 y 16 dias después de la intoxicacion.
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Figura 12.
Incremento de la fijacidon de a-BuTX en musculos ® Soleo y ° Extensor

largo de los dedos de animales intoxicados con Tullidora, los que -
fueron incubados con musculos normales, (véase el texto).



(50

Fijacion de *H-a-bungarotoxina en animales intoxicados

con Tullidinol.

La Fig. 11B muestra los resultados obtenidos en animales
intoxicados con Tullidinol (véase Fig. 1). Aunque el nidmero
de animales estudiados fue menor, parece claro que el Tulli-
dinol reproduce los efectos encontrados en animales intoxica
dos con homogenados crudos de la almendra del frutc, aunqgue
ceben sefalarse dos diferencias. Por un lado, en los miscu-
los de animales tratados con la substancia pura, parece ocu-
rrir un aumento significativo en la fijacidén de *H-a-bungaro
toxina entre 7 y 14 dias después de la administracidén. Por
otra parte, para cada intervalo considerado la fijacién fue
mayor cuando se utilizé el Tullidinol (compdrense los resul-

tados de la Fig. 11 A y B).

Cesnervacién anatémica en misculos de animales intoxica-

dos.
Los datos obtenidos mediante el uso de a-bungarotexina
indican que el aumento en el nimero de receptores a la ACh
es compatible con un proceso de desnervacidon. Para verifi-
car si en efecto existe desner?acién anatémica bajo el efec
to de la neurotoxina de la Tullidora (Tullidincl) se extra-
jeron los mlsculos de animales intoxicados y se fijaron 4n
vitro con una solucién de glutaraldehido (vease METODOS).
Una vez fijado el misculo, se lccalizaron bajo el microsco-
pio estereoscépico zonas de fibras musculares en cuya vecin
dad se observesen ramas axonicas terminales; y se obtuvo un

fragmento del misculo que contuviese dichas zonas, el cual



fue procesado para microscopia electrdnica. También se cise
caron ramas nerviosas intramusculares, el tronco nervioso
del soleo, asi como dos porciones del nervio cidtico. La
Fig. 13 A muestra una placa muscular desnervada. La desner-
vacidn no parece deberse a degeneracidén axonal extensa: si
bien se observaron alteraciones en algunos axones intramuscu
lares, las alteraciones estructurales fueron menores en el
tronco nervioso y menores aln en el nervio cidtico. Es de-
cir, Tas altesraciones estructurales parecen circunscribirse
0 ser mds intensas en la porcidn terminal de los axones mo-
tores, por 1o que Ta neuropatia causada por la toxina de la
Tullidora es del tipc "muerte retrdgrada"” ("dying back
neuropathy"). No obstante, aunque las alteraciones axonales
se presentan en la porcidn distal de los nervios musculares,
las células de Schwann muestran un aumento aparente de la
masa citoplasmatica que es evidente aun en fasciculos del
nervio cidtico tomados en la parte superior del muslo aun-

que en forma menos extensa (véase Fig. 13C).
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A) Microfotografia de una placa muscular colapsada y
sin terminal nerviosa asociada a ella, excepto quizds por
10 que parecen restos o fragmentos de tejido axonal (fle-
cha). N6tese los pliegues (P) caracteristicos de la placa
motora. En las placas neuromusculares normales, la regidn
de los pliegues estd asociada a la terminal nerviosa. La
miestra fué tomada del misculo soleo de una rata intoxica
da con Tullidinol ( 12 000 aumentos ).

B) Ramas nerviosas intramusculares disecadas en la ve
cindad de la placa motora que se muestra en A. Nétese una
vaina de mielina (flecha) que no envuelve al axén que -
normalmente se asocia a ella. Algunas fibras nerviosas -
muestran signos claros de degeneracidn (Deg) mientras que
el aspecto de otras fibras es normal(N). Microscopia elec
trénica ( 2 600 aumentos ).

C) Seccidn del nervio cidtico del mismo animal. En -
comparacidn con las ramas intramusculares (véase B) las
alteraciones en el nervio cidtico son menos importantes.
Métese un axon engrcsado (axdén distrdéfico, Dis) y el -
aumento en la masa citopldsmica de las células de Schwann
(flechas). La seccidon fué tomada a 2 cm. del extremo supe
rior del midsculo soleo (Microscopia dptica, 1000 aumentos)

D) Seccidn del nervio cidtico tomada a 2 cm. proximal
mente, de la seccién ilustrada en C. Métese el aspecto -
esencialmente normal de los axones, aunque persiste el au
mento de la masa citoplasmdtica en algunas células de -
Schwann (Microscopia 6ptica, 1000 aumentos).



DISCUSION

Fijacion de *H-a-bungarotoxina en midsculos inactivos y

en mGsculos desnervados.

De acuerdo con nuestros resultados, la inactividad muscu
lar no produce un aumento real en el nlimero de receptores a
1a ACh, al menos para el caso de misculos inactivos durante
un periodo de 3 a 5 dias. Los animales con choque espinal
no se mantuvieron durante periodos mas proloncados debido a
que después de seis dias de la seccién medular, las ratas
presentan actividad refleja exacerbada (reflejos en masa).
E1 pequefio aumento en la fijacidén de a-bungarotoxina que apa
rece cuando los resultados se expresan como dpm/mg de peso
seco muscular, desaparece cuando los dpm se corrigieron to-
mando en cuenta la atrofia muscular. Aceptando que la inac-
tividad muscular mantenida durante cinco dias no produce dis
minucidon alguna en el nimero de fibras musculares, puede con
cluirse que el nimero de receptores por fibra muscular no
cambig.

Nuestros resultados no nos permiten explicar la dispari-
dad con los resultados obtenidos por otros autores. Sin em-
bargo, parece evidente que el grado de hipersensibilidad a
la ACh -determinado por el aumento en el nidmero de recepto-
res al neurotransmisor- parece estar relacionado con el
tipo de maniobra utilizada para producir inmovilidad. Por
ejemplo, Fischbach y Robbins (1971) encontraron que en 10s
misculos soleo de ratas cuyas extremidades posteriores fue-

ron inmovilizadas fijando los huesos de la articulacidn de
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la rodilla, solamente ocurre un aumento poco importante del
area sensible a 1a ACh (normalmente restringida a la placa
motora) y al mismo tiempo una cGisminucién de la sensibilidad
absoluta; en consecuencia es posible que en estos experimen-
tos no aumentase el nimero total de receptores. Johns y
Thesleff (1961) encontraron hipersensibilidades discretas en
el mdsculo Tenuisimus del gato después de la seccidn espi-
nal y rizotomia dorsal de los segmentos lumbares. Esta ma-
niobra es semejante a la que nosotros utilizamos, pero nues-
tros resultados difieren de los de Johns y Thesleff, dado
que nosotros no encontramos ningln aumento significativo en
el nimero de receptores. Estas diferencias quizds puedan
ser explicadas debido a que en los experimentos de estos au-
tores la seccidn espinal fue realizada en los segmentos lum-
bares L, ¥y Ls que estdn relativamente cerca de l1os nlcleos
de motoneuronas que inervan al misculo Tenulsimus; 1o que
podria haber provocado la muerte de algunas neuronas por al-
teracién vascular regional. En nuestros experimentos tuvi-
mos la precaucidn de realizar la seccidn medular en los seg-
mentos tordcicos quinto v séptimo, los que estdn suficiente-
mente distantes de las motoneuronas del soleo.

La minima o nula hipersensibilidad encontrada por
Fischbach y Robbins quizds sea la manifestacién de que los
misculos inmovilizados por fijacidn Gsea no estuvieron total
mente inactivos (véase Rosenthal, 1979). De hecho, estos
autores estimaron que en esos misculos persistia un pequefio
grado de actividad (entre 5 y 15% en comparacion con los

misculos de animales normales). Podria arguirse que en
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nuestros experimentcs los musculos tampoco estuvieron total-
mente inactivos, To que podria determinar la pequefia diferen
cia entre las atrofias de los misculos inactivos y de los
misculos desnervados. No obstante, cuando se hizo una selec
cién de Tos misculos estudiados de tal manera que la atrofia
fuese igual en ambos mdsculos que la diferencia entre ellos
fuese menor al 5%, los resultados fueron iguales. Es decir,
los misculos desnervados mostrarcn un aumento considerable
en la fijacién de Ta a-bungarotoxina, mientras que los miscu
los inactivos con atrofias comparables (o menores solamente
en 5% o menos), no mostraron aumentos significativos.

La fijacidén de a-bungarotoxina por unidad de peso encon-
trada en los presentes experimentos fue mencr que la obteni-
da por Bray et al. (1979) en misculos inmovilizados mediante
la aplicacion de tetrodotoxina en el nervio cidtico (la te-
trodotoxina bloquea los canales membranales para el Na que
son sensibles al voltaje y por lo tanto impide la generacidn
de potenciales de accidon en el axon), pero cabe la posibili-
dad de que esta maniobra experimental o Ta tetrodotoxina
misma causen alguna otra alteracidon en los axones que pudie-
se traer como resultado el aumento en el nlmero de recepta-
res a la ACh. Si los autores mencionados hubiesen corregido
sus resultados tomando en cuenta la atrofia muscular, sus
resultados quizéds no hubiesen mostrado grandes diferencias
en comparacidén con los nuestros.

En vista de nuestros resultados y también los de Bray
et al. y Lavoie et al,, parece claro que los resultados de

Berg y Hall (1974) no fueron correctamente interpretados.
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Estos autores inmovilizaron ratas durante periodos de dos a
cinco dias mediante la administracién intraperitoneal contf-
nua de d-tubocurarina; los animales fueron mantenidos bajo
respiracion artificial. En estos experimentos, las fibras
musculares del diafragma mostraron una hipersensibilidad a
la ACh comparable a la encontrada en diafragmas desnervados,
por 1o que concluyeron que la inactividad muscular explicaba
por completo la hipersensibilidad. Nosotros nos inclinamos
a pensar que en estos experimentos la hipersensibilidad fue
causada por la d-tubocurarina y no por la inactividad.

Lgmo y Rosenthal (1972)y Lgmo y Westgaard (1974) demos-
traron que la aparicidon de hipersensibilidad puede prevenir
se casi completamente en misculos desnervados si éstos son
estimulados eléctricamente durante varios dias. De hecho,
esta observacidn fue determinante para postular la relacidn
entre inectividad e hipersensibilidad. Sin embargo, las ta
sas de estimulacidn anlicada diariamente durante cinco dias
excedia de 3.5 x 10° impulsos diarios. Esta es una frecuen
cia que corresponde a una actividad continua de todas las
fibras del misculo a 4.17/seg. Por estas observaciones pa-
rece muy improbable que la escasa o nula hipersensibilidad
por Fischbach y Robbins, asi como la ausencia de incremento
en el nimero de receptores en misculos supuestamente inacti
vos, pueda haberse debido a la permanencia de un nivel dis-

creto de actividad muscular (véase Rosenthal).
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Aumento de la fijacidn de a-bungarotoxina en el mdGsculo

soleo de animales intoxicados.

Los resultados parecen ser suficientemente claros. E]
auriento en el ndmero de receptores a la ACh es compatible
con el desarrollo de desnervacidn, la cual puede ser demos-
trada en algunas fibras. Sin embargo, desconocemos qué
porcentaje de fibras en un midsculo dado puedan haber estado
desnervadas, y que existe la posibilidad de que algunas no
desnervadas fuesen hipersensibles a la ACh. De acuerdo con
la hipotesis que postula la existencia de un factor neuro-
tr6fico que regularia la sintesis y localizacidon de los re-
ceptores a la ACh, Ta ausencia de este factor produciria
aumento en el nlmero de estos receptores sin que fuese nece-
sario que la fibra muscular estuviese desnervada, bastando
con que la terminal nerviosa no produjese o liberase el
hipctético factor. Para averiguar si existen fibras inerva-
das con aumento en el numero de receptores bajo el efecto
del Tullidinol son necesarios otros experimentos, pero al
menos podemos concluir que:

1) Bajo el efecto de Tullidinol, aumenta el nlGmero de
receptores a la ACh en los midsculos de las extremidades pos-
teriores de la rata intoxicada. Dicho auniento ocurre en
midsculos tanto de sacudida lenta como de sacudida rdpida.

2) E1 aumento en el nimero de receptores no se debe a
inactividad muscular y se debe, al menos en parte, a desner-
vacion de las fibras musculares.

3) E1 aumento comienza a detectarse al mismo tiempo o

alin antes de que sean evidentes los signos de alteraciones
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motoras en los animales intoxicados. Dado que en estos ani-
males no es posible estimar en forma confiable el grado del
aumento observado entre 15 y 16 dias después de la intoxica-
cion podria reflejar una disminucién del peso muscular, como
fue el caso de Tos misculos inactivos después de la seccidn
espinal. E1 aumento observado entre los dias 22 y 23 a par-
tir de la intoxicacién, dificilmente podrian ser explicados
por atrofia muscular por las siguientes razones; supdngase
que el proceso de desnervacion (o del cese en la liberacidn
de factores neurotr6ficos; véase arriba), se inicia en to-
das las fibras musculares entre los dias 15 y 16 después de
la intoxicacién. Si este fuese el caso, una semana después
el peso del misculo deberia haberse reducidc en un 50%,
aproximadamente (véase la Fig. 8), pero en este caso el in-
cremento en el nimero de receptores deberia haber sido de

un 600% (véase la Fig. 9). Sin embargo, en los animales in-
toxicados, el incremento fue unicamente de un 30% entre 22 vy
28 dias. Dado que existe una relacidén lineal entre el nlme-
ro de fibras desnervadas y el incremento en el ndmero de re-
ceptores, si este incremento no es superior al 40%, el nime-
ro de fibras desnervadas no puede haber sido mayor del 3%
([30/600]:100). Consiguientemente, la atrofia seria despre-
ciable.

E1 inicio precoz (antes de que se detecten signos de al-
teraciones motoras) v el curso temporal del incremento en 1la
fijacion de a-bungarotoxina (que sabemos resulta de un aumen
to en el nidmero de receptores a la ACh) hace poco probable

la posibilidad de que 1a hipersersibilidad detectada por
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Mufoz-Martinez, Cueva y Joseph-Nathan (1979) en misculos
parcialmente inervados de animales intoxicados pudiera ser
la manifestacidn de que las fibras inervadas de estos anima-
les hubieran estado previamente desnervadas, y que posterior
mente hubieran sido reinervadas antes de que desapareciese
la hipersensibilidad por desnervacidn (véase INTRODUCCICHN).

4) Por G1timo, la substancia purificada (Tullidinol) re-
produce los efectos consecuentes a la administracidén de
homogenados crudos del fruto de la Tullidora. Por lo tanto,
puede concluirse que esta substancia puede explicar la toxi-
cidad de la planta. De acuerdo con los resultados de la Fig.
11B a Ta dosis utilizada, el Tullidinol fue mds potente que
los homogenados crudos, dado gque para los mismos periodos,
el incremento en la fijacidn de a-bungarotoxina producido

nor la substancia pura fue mayor.
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