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RESUMEN: Karwinskia humboldtiangKh) es un arbusto venenoso responsable de numerosos casos de intoxicacién accidental en
humanos. En estudios previos en nuestro laboratorio reportamos un incremento de células cebadas en nervio periféricte (I8P) duran
intoxicacién con Kh, este hallazgo no ha sido reportado previamente en otros érganos durante esta intoxicacion por joregenen el
estudio buscamos la presencia de estas células en otros 6rganos, ademas de distinguir subpoblaciones de células cebadasioresiant
histoquimicas para la identificacion de los granulos de secrecion. El objetivo de este estudio fue evaluar la preselasizelzadéls en
organos distintos al NP y diferenciar histoquimicamente la composicion de sus granulos. Se utilizaron 32 ratas Wisengisedigichtro
grupos (n=8) en donde 5 ratas de cada grupo fueron intoxicadas y 3 fueron control no intoxicadas. A las ratas intescabtamstraron
por via oral 3,5 g/kg del fruto seco y molido de Kh fraccionados en 5 dosis de 1,5; 0,5, 0,5; 0,5y 0,5 g/kg los di&sy0138 réspectiva-
mente. Las ratas control solo recibieron agua. Cada grupo fue sacrificado a diferentes tiempos segun la evoluciénisieSa pataiige-
ron muestras de Higado, Rifién, Pulmon y SNP, se procesaron hasta obtener bloques de parafina, se obtuvieron corteson se tifideon
toluidina, PAS, Azul alciano/PAS y Azul alciano/Safranina. Se identifico la presencia de células cebadas en NP y pulrtidci@omnléa
azul de toluidina y se realizo un estudio morfométrico observando un incremento progresivo del nimero de células cebipdaaspor gr
como variaciones histoquimicas en sus granulos en cada etapa y érgano analizado, lo que sugiere la participacién detasladlylaiss
secreciones en cada una de las etapas de la intoxicacion crénica con el fruto maduro de Kh

PALABRAS CLAVE: Karwinskia humboldtiana Nervio periférico; Pulmén; Células cebadas.

INTRODUCCION

Karwinskia humboldtiangKh) también conocida de esta intoxicacion varia de acuerdo a la cantidad del fruto
como tullidora, capulin tullidér o coyotillo, es un arbusto veingerido, ya que si se consume en gran cantidad, el cuadro
nenoso de la familia Rhamnaceae, se distribuye a lo largoggheralitico no se presenta, solamente sintomas respiratorios
la republica Mexicana, sur de Estados Unidos, América cepse puede presentar la muerte en 2 o 3 dias. Si se consume
tral y norte de Colombia (Fernandez, 1992). Dresteal  en pequeiias cantidades, después de algunas semanas apare-
(1975) aislaron del endocarpio de Kh cuatro antracenonas un cuadro clinico de paralisis flacida, simétrica, ascen-
diméricas, que se ha demostrado que son las principales tisate y progresiva, que puede conducir a la muerte (Segovia
ponsables de la toxicidad, denominadas por su peso molecu8aZermerio) o, en algunos casos presentar una recuperacion
T-544, T-516, T-496 y T-514 o peroxisomicina Al (PAl). lenta del cuadro paralitico (Arellaoal).

Se han reportado numerosos casos accidentales en  Salazar-Leaét al (2006), reportaron un modelo de
humanos de intoxicacion por Kh (Castio al, 1920; intoxicacion crénica con Kh, administrando dosis fraccio-
Segovia & Zermefio, 1972; Bustamante-Sarab#d, 1978, nadas del fruto maduro de esta planta a la rata Wistar, lo-
Puértolaset al, 1984; Arellancet al, 1994; Bermudeet grando reproducir los datos clinicos que se presentan en
al., 1995; Ocampo-Roosensal, 2007). El cuadro clinico humanos cuando no mueren por esta intoxicacion. Asi se
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pudieron identificar las siguientes etapas: sin paresia, paresia@imales se mantuvieron bajo condiciones estandar de la-
paralisis y recuperacion de la paralisis. En la evaluaci®oratorio. Después de un periodo de 6 horas de ayuno, las
histopatoldgica se reporto una desmielinizacién segmentar@as a intoxicar recibieron por via oral y por medio de son-
del nervio periférico, que fue aumentando en forma progréa orogastrica, 5 dosis del fruto seco, molido y cribado de
siva, alteraciones en el trayecto y grosor axonal a partir déi. La primera dosis fue de 1,5 g/kg (Dia 0) seguida por 4
grupo sin paresia hasta el de paralisis, presentando unadasis de 0,5 g/kg los dias 3, 7, 10 y 14 posteriores a la pri-
version clinica e histopatoldgica en el grupo de recupenaera dosis (Dosis total de 3,5 g/kg). Las ratas control sola-
cion. En estas muestras se observo un incremento de célut@ste recibieron agua. Todas las ratas fueron evaluadas
mononucleares identificadas en su mayoria como céluledicamente. Se determino el peso diariamente durante las
cebadas en el endoneurio del nervio periférico, sin embangomeras dos semanas, cada tercer dia de la semana 3 ala 8
no existen reportes acerca del nimero de células ni deyasemanalmente a partir de la semana 8 hasta el final del
variaciones en el contenido de los granulos secretorios, gstudio al dia 112. La evaluacion clinica incluy6 la aparien-
pudieran presentarse a lo largo de la intoxicacion. cia del pelo, movilidad espontanea, tono muscular, anorma-
lidades de la marcha, frecuencia respiratoria, pérdida de peso,
Utilizando este mismo modelo de intoxicacién, Bedebilidad de extremidades y paralisis.
cerra-Verdiret al (2009), reportaron diversas alteraciones
morfolégicas en las neuronas y tractos de la via motora @Racoleccion de muestrad.as ratas intoxicadas y control
SNC, incluyendo la corteza cerebral y cerebelo. En este &sgeron sacrificadas por dislocacion cervical a diferentes tiem-
tudio no se reportaron infiltrados de células mononuclearnpss después del primer dia de intoxicacién. El primer grupo
en los érganos del SNC analizados. fue sacrificado previo a la aparicién de la paresia en las ra-
tas intoxicadas en el dia 24 (Grupo |). El segundo grupo fue
Actualmente no existen reportes acerca de la exisacrificado cuando las ratas intoxicadas presentaban paresia
tencia de infiltrados de células cebadas en 6rganos distinémsel dia 48 (Grupo Il). El tercer grupo correspondié al de
al SNP durante la intoxicacion crénica con el fruto de Khlas ratas intoxicadas que presentaban paralisis y fue sacrifi-
cado al dia 58 (Grupo lll) y finalmente el grupo IV corres-
Las células cebadas son principalmente conocidas pmndié al de las ratas intoxicadas que presentaron recupera-
el papel que juegan en las reacciones anafilacticas (Metcali@én clinica de la paralisis y fueron sacrificadas al dia 112.
et al, 1997). Se ha reportado que participan en el nervio
periférico, tanto en procesos de desmielinizacion como Hkstologia. Se obtuvieron muestras de nervio periférico, hi-
remielinizacion (Bienestockt al, 1991; Esposit@t al, gado, rifidn y pulmén, se fijaron por inmersion en una solu-
2002), asi como en pulmoén en distintos modelos experimamén de formalina y se procesaron por la técnica histolégica
tales de intoxicaciones quimicas (Takeekal, 1962; Kay de rutina hasta su inclusion en bloques de parafina. La eva-
etal,1967; Doebleet al, 1992; Jaceviet al, 2007; Taylor luacién histolégica se realiz6 en cortes con un grosor de 5 a
et al, 1984; Okanet al, 1985; De-Matogt al, 2001) en 7 micras. Todos los cortes fueron tefiidos con H&E.
donde el numero de este tipo celular se ve incrementado
considerablemente. Histoquimica. En los casos en donde se present6 un incre-
mento de células mononucleares se realizo la tincién con
En el presente estudio evaluamos al nervio periféazul de toluidina al 2% (AT) para la identificacion de célu-
co, higado, rifién y pulmén en busca de infiltrados de célias cebadas. Para identificar de forma selectiva los granulos
las cebadas para cuantificarlas y diferenciar la composicida las células cebadas segun su reactividad, se llevaron a
histoquimica de sus granulos en distintas subpoblaciorebo las reacciones histoquimicas del Acido Periédico de
de células cebadas, que pudieran estar presentes en cad&tiid (PAS) para la identificacién de granulos con
de los 6rganos y etapas evaluadas del modelo de intoxionaicopolisacaridos, azul alciano/PAS (AA/PAS) para gra-
cion crénica con el fruto de Kh. nulos con mucinas acidas y neutras, y azul alciano / safranina
(AA/SAF) para la identificacion de granulos con aminas
biogénicas.
MATERIAL Y METODO
Morfometria

Administracion de Karwinskia humboldtianay grupos de  Nervio periférico. Se utilizaron 5 cortes longitudinales de

estudio. Se utilizaron 32 ratas Wistar, machos y hembraservio periférico por cada grupo de ratas intoxicadas con
se distribuyeron en cuatro grupos (n= 8) en donde 5 rat€ls y control. Las muestras se observaron con microscopio
fueron intoxicadas y 3 fueron control no intoxicadas. Logptico a 400x, al cual se le adaptd un ocular cuadriculado
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con un érea total de 0,062 mm2. Se realizé el conteo G&NOVA) para la identificacion de diferencias de las
células cebadas en las muestras tefiidas con AT, y las gaganzas inter-grupos y mediante la prueba de Tukey, para
mostraron positividad para cada una de las reaccioridentificar de cual o cuales grupos depende las diferencias
histoquimicas aplicadas: PAS, AA/PAS y AA/SAF. Los reen las varianzas en caso de presentarse. Se utiliz6 el progra-
sultados se expresaron en nimero de células cebadas, oncamrstadistico SPSS 15.0 con una significanciasde, 65.
positividad para cada una de las reacciones histoquimicas
por mm2 (CC/mm2).

RESULTADOS
Higado, rifién y pulmén. Se analizaron 5 cortes de cada
uno de los érganos de interés: higado, rifidn y pulmon tefii-
dos con AT, y de histoquimica de PAS, AA/PAS, y AA/SAF Los cortes de nervio periférico y de pulmén mostra-
por cada grupo de ratas intoxicadas con Kh y control. Den infiltrados de células cebadas, mientras que los de higa-
cada corte se seleccionaron 8 campos al azar, en donddasg rifion solamente presentaron escasas células aisladas.
cuantificaron todas las células observadas, diferenciando a
las células cebadas de los demas tipos celulares presemesvio periférico . El estudio morfoldgico del nervio perifé-
Los valores obtenidos se expresaron en porcentaje (%).rico confirmd los hallazgos histopatoldgicos reportados por

Salazar-Leakt al En estas muestras se observo la presencia
Analisis estadistico Los valores obtenidos para cada tipale infiltrados mononucleares en el endoneurio compuestos en
de granulo identificado se contrastaron por medio de la prigermayoria por células cebadas, identificadas por la positividad
ba estadlstlcat de student con el control, andlisis de variapaaa la tincion con azul de tolwdma (Flgs 1Ay 1B)

PG - C 1 .
. ~' - -
2 Pt \O D-\") z« n L, L "
Fig. 1. A. Mlcrofotografla de nervio periférico de rata control que muestra escasas células cebadas en endoneurlo (flecha). B.
Microfotografia de Nervio periférico de rata intoxicada con Kh que muestra abundantes células cebadas en endoneurio (fle-
chas). C. Microfotografia de pulmén de rata control que muestra un bronquiolo con escasas células cebadas en la lamina propia.
D. Microfotografia de pulmén de rata intoxicada con Kh que muestra abundantes células cebadas en la lamina propia (flechas).
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El andlisis morfométrico de las
células cebadas del nervio periférico,
revelo la presencia de células cebadas *
en las muestras control, y en las mues-

tras experimentales un incremento gra- © -
dual hasta el grupo Ill, llegando a su
pico maximo en el grupo IV, en donde = -
también se observo un incremento sig- ——
nificativo de las células con granulos ¢ - o4 PAS
PAS positivos en comparacion al con- = AAPAS
trol. Las células cebadas con granulos = - u AT
AA/SAF positivos mostraron un )
decremento significativo en relaciénal 2 + f '
control en los grupos Il y 1l (Fig. 2). ' ,

0

o/mmz

Con la prueba estadistica de Contro|
ANOVA determinamos que en el ner-
vio periférico, durante la intoxicacién Grupo 1v
cronica con Kh, no se presentan difeFig. 2. Grafica que muestra el nimero de células cebadas en nervio periférico’por mm
rencias significativas en las varianza§CC/mmz2) tefiidas con AT y las reacciones histoquimicas de PAS, AA/PAS y AAISAF en
inter-grupos de las células con gra'_m‘ll_os diferentes grupos d_e estqdlefere'n_cia estadl’st_icament_e si_gnificativa en relacion al control.
los positivos a las reacciones de PA§ruebatde student. ** Diferencia estadisticamente significativa intergrupos PAS y AAPAS. ANOVA

; prueba de Tukey.<®,05.
AA/PAS y AA/SAF razon por la cual
se omitio la prueba de Tukey.

Grupo |

Pulmoén. El estudio morfolégico del

pulmon revel6 la presencia de grandes o,
acumulos de células cebadas positivas

en la tinciébn con AT en las regiones o
peribronquiales, con invasién hacia el
epitelio y masculo liso, que en algu- # 0 -
nos casos modificaban la luz del bron-

quiolo, perdiéndose el aspecto estre- 2 1
llado de la mucosa, ya que aparecen
acumulos en forma de nddulos que 12
protruyen hacia la luz del bronquiolo .
(Figs. 1Cy 1D). Ademas se observo la )
presencia de congestiéon vascular, Control Gy
fibrosis y engrosamientos de los tabi-

gues alveolares a expensas de los 3. Grafi ira el taie de célul bad Imén tefid AT
acumulos de células cebadas. Est gg. . Grafica que muestra el porcentaje de celulas cebadas en puimon tenidas con y

hallazaos se bresentaron en todos Ioas reacciones histoquimicas de PAS, AA/PAS y AA/SAF en los diferentes grupos de
z9 ) i p esstudio’.Diferencia estadisticamente significativa en relacion al control. Prueba t de studiésy.
grupos intoxicados con Kh. rencia estadisticamente significativa intergrupos PAS y AA/PAS. ANOVA y prueba de TaRe5 P

Grupo |y

Grupo

Grupo v

El estudio morfométrico de las Con las pruebas estadisticas de ANOVA determinamos que durante la in-
células cebadas de pulmoén tefiidas cé@xicacion cronica con Kh existen diferencias significativas en cuanto a las
AT, PAS, AA/PAS y AAISAF revel6 que varianzas inter-grupos de las células con granulos positivos para las reacciones
en los distintos grupos de este modefte, PAS, AA/PAS y AA/SAF. Con la prueba de Tukey identificamos que estas
de intoxicacién, existieron diferenciagliferencias en las varianzas inter-grupos dependian principalmente de la escasa
significativas en cuanto al nimero deantidad de células cebadas con granulos AA/SAF positivas en relacion a las
estas células, en comparacion a su rélemas, en todos los grupos experimentales (Grupos I-IV) y entre las PAS y AA/
pectivo control y que estas llegan a J8AS ya que las células con estos tipos de granulos presentaron diferencias signi-
pico maximo durante el grupo IV. ficativas entre ellos en los grupos Il'y 1l (Fig. 3).
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DISCUSION células cebadas evidenciados con las reacciones
histoquimicas de PAS, AA/PAS y AA/SAF. Llama la aten-
cion que en nervio periférico los granulos positivos para AA/

Con base en los resultados obtenidos determinanm®aF del grupo Il y que en pulmén los granulos PAS positi-
gue durante la intoxicacion crénica con Kh existen modifiros del grupo Il sufren un decremento significativo en re-
caciones con respecto al nimero de células cebadas, erdei®n al grupo anterior, lo que sugiere la liberacion de sus
muestras de nervio periférico y pulmén, en donde hemosdiadores y la probable participacion de estos en dichos
demostrado un incremento significativo de las mismas. gnupos.

el resto de drganos evaluados, las células cebadas fueron

escasas Yy no existieron modificaciones en el nimero de es- En otros modelos experimentales se ha reportado la

tas. existencia de una expresion diferencial de granulos de célu-
las cebadas dependiente de diversos factores como la

Los hallazgos morfolégicos en nervio periférico somterleucina 3 (IL 3) y el ligando de c-kit (Gurishal, 1992),

de gran interés, ya que tanto en el modelo experimentalatbiemas se ha reportado que otros factores bioldgicos pue-

intoxicacion cronica (Salazar-Leet al), asi como en di- den estimular la liberacién de granulos de estas mismas cé-

versos reportes de casos de intoxicacion accidental por Kikas (Doebleget al; Forsytheet al, 2001), en conjunto es-

en humanos (Bustamante-Sarabtaal; Puértolaset al; tos datos nos sugieren que las variaciones en cuanto a la

Segovia & Zermenio; Arellanet al) el cuadro paralitico es composicion de los granulos de las células cebadas obser-

el dato clinico predominante. vadas en nuestro estudio, se deban a una probable participa-
cion de distintos factores biolégicos, que a su vez favorez-

En este estudio hemos descrito por primera vez, loan la expresion y liberacion de distintos mediadores en cada
cambios morfolégicos presentes en pulmoén durante los drgano y en cada grupo del modelo de intoxicacién crénica
ferentes grupos del modelo de intoxicacion cronica con @n Kh. De la misma manera nuestros resultados sugieren

fruto maduro de Kh, asi como la presencia de grandgse las diferencias observadas en cuanto a la expresion y

acumulos de células cebadas tanto en las regionieracion de los mediadores presentes en los granulos, ma-

peribronquiales como en los tabiques interalveolares de esifestada por incrementos o decrementos de las células con
érgano. granulos positivos a las diversas reacciones histoquimicas,
incluso en el grupo IV (Recuperacion), se deban a que las

No existen en la literatura reportes sobre el infiltradoélulas cebadas jueguen distintos roles, ya sea de dafio, re-
de células cebadas, ni sobre la cantidad de células preseatgeracion o ambos, durante esta intoxicacion.

o las variaciones en cuanto a la composicién de sus granu-

los, en nervio periférico y pulmén durante la intoxicaciéiEn conclusion, los hallazgos reportados en el presente estu-

cronica con Kh, sin embargo, en otros estudios de neuropatias sugieren que las células cebadas participan activamen-

de distintas etiologias, se ha reportado un incremento de ettaen la fisiopatologia de la intoxicacion crénica con el fruto
células en el nervio periférico durante la neuropatia diabétiraduro de Kh, en el pulmén y nervio periférico.

ca, la esclerosis mdltiple, el sindrome de Guillain-Barré, la

enfermedad de Alzheimer y la degeneracion Waleriaren nuestro laboratorio continuamos estudiando por méto-

(Bienestocket al; Olsson & Sjostrand, 1969; Esposdb dos inmunohistoquimicos los componentes especificos (me-

al.), de la misma manera se ha reportado que en el pulntbadores) de los granulos, con el fin de identificar el papel

se presenta un incremento de células cebadas en distinfos juegan estos en cada etapa del modelo de intoxicacion
modelos experimentales de intoxicacién quimica con sencionica con Kh.

llas de Crotoraria spectabilis (Takeadtaal.; Kay et al),

hongos filamentosos (Doeblet al, Jacevicet al), com-

puestos del veneno de abeja (Tagbal), avispa (Okano GARCIA, G. R.; SALAZAR, L. M. E.; BECERRA, V. E. M.;

et al), escorpion (De-Matost al), entre otros, lo que su- ROMERO, D. V.; GARCIA, J. J.; SOTO, D. A. &

giere que un metabolito o compuesto presente en las plart&§ULVEDA, S. J.Lung and peripheral nerve mast cells in
de Kh es capaz de inducir dicho incremento chronic intoxication wittKarwinskia humboldtianan Wistar rat:

histological and histochemical studgt. J. Morphol., 31(4)1216-

. es 1222, 2013.
Tanto en las muestras de nervio periférico como én

las de pulmon, se observaron diferencias en cuanto al nu-  symMARY: Karwinskia humboldtianaKh) is a

mero de células cebadas en cada uno de ellos y en los digiiisonous shrub causing a number of accidental intoxications in
tos grupos del modelo de intoxicacion crénica, ademas kiémans. In previous studies in our laboratory, we reported an
variaciones en cuanto a la composicion de los granulosidereased number of mast cells present in peripheral nerve of Kh
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intoxicated rats. This finding has not been reported in other orgabe-Matos, |. M.; Talvani, A.; Rocha, O. O.; Freire-Maia, L. &
of intoxicated animals. For this reason, in the present study we Teixeira, M. M. Evidence for a role of mast cells in the lung
searched for mast cells in several organs, identifying mast cell edema induced by Tityus serrulatus venom in fEdgicon,
subpopulations on the basis of different histochemical reactivity 39(6)863-7, 2001.

of their secretory granules. Thus the objective of the present study

was to evaluate the presence of mast cells in organs other tiaoebler, J. A.; Martin, L. J.; Morse, J. D.; Ballough, G. P.; Strauss,
peripheral nerve and, to distinguish mast cells by their granule J.A. & Anthony, A. Mesenteric mast cell degranulation in acute
content, applying histochemical reactions. 32 Wistar rats were T-2 toxin poisoningToxicol. Lett., 62(133-8, 1992.

divided into 4 groups (n=8). For each group, 5 rats were intoxicated

with Kh and 3 received water only as a control. Intoxicated raf3reyer, D. L.; Arai, |.; Bachman, C. D.; Anderson, W. R.; Smith,
received 3.5 g/ Kg body weight of dry powder of Kh fruits, R. & Daves, D. Toxins Causing no inflammatory Paralityc
fractionated in 5 doses as follows 1.5, 0.5, 0.5, 0.5, 05 on days 0, Neuropathy Isolation and Structure ElutidatidnAm. Chem.
3,7,10,14 respectively. Control rats received water only. Each group Soc., 974895-990, 1975.

was killed at different times during paralysis evolution. Samples

of liver, kidney, lung and brain, were obtained and processed Bgposito, P.; Chandler, N.; Kandere, K.; Basu, S.; Jacobson, S.;
routine technique until paraffin embedding. Sections were obtained Connolly, R.; Tutor, D. & Theoharides, T. C. Corticotropin-
and stained with toluidine blue, PAS, alcian blue/PAS and alcian releasing hormone and brain mast cells regulate blood-brain-
blue/safranin. Mast cells infiltrates were observed in peripheral barrier permeability induced by acute stressPharmacol.
nerve and lung. Mast cells were counted. An increasing number of Exp. Ther., 303(3)061-6, 2002.

mast cells were recorded as well as variations in the histochemical

pattern of their granules for each organ. These findings sugge$ternandez, N. R. Nombres Comunes uso y distribucion del genero
role for mast cells and their secretions in the intoxication with Karwinskia (Rhamnaceae) en México. Anales Inst. Biol. Univ.
mature fruit of Kh. Nac. Autén. México, Ser. Bot., 63(1):1-23, 1992.

KEY WORDS: Karwinskia humboldtiana Mast cells;  Forsythe, P.; Gilchrist, M.; Kulka, M. & Befus, A. Mast cells and
Peripheral nerve; Lung. nitric oxide: control of production, mechanisms of response.
Int. Immunopharmacol., 1(8)525-41, 2001.
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