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RESUMEN: Karwinskia humboldtiana (Kh) es un arbusto venenoso responsable de numerosos casos de intoxicación accidental en
humanos. En estudios previos en nuestro laboratorio reportamos un incremento de células cebadas en nervio periférico (NP) durante la
intoxicación con Kh, este hallazgo no ha sido reportado previamente en otros órganos durante esta intoxicación por lo que en el presente
estudio buscamos la presencia de estas células en otros órganos, además de distinguir subpoblaciones de células cebadas mediante reacciones
histoquímicas para la identificación de los gránulos de secreción. El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de células cebadas en
órganos distintos al NP y diferenciar histoquímicamente la composición de sus gránulos. Se utilizaron 32 ratas Wistar, se dividieron en cuatro
grupos (n= 8) en donde 5 ratas de cada grupo fueron intoxicadas y 3 fueron control no intoxicadas. A las ratas intoxicadas se les administraron
por vía oral 3,5 g/kg del fruto seco y molido de Kh fraccionados en 5 dosis de 1,5; 0,5, 0,5; 0,5 y 0,5 g/kg los días 0, 3, 7, 10 y 14 respectiva-
mente. Las ratas control solo recibieron agua. Cada grupo fue sacrificado a diferentes tiempos según la evolución de la parálisis. Se obtuvie-
ron muestras de Hígado, Riñón, Pulmón y SNP, se procesaron hasta obtener bloques de parafina, se obtuvieron cortes y se tiñeron con azul de
toluidina, PAS, Azul alciano/PAS y Azul alciano/Safranina. Se identificó la presencia de células cebadas en NP y pulmón con la tinción de
azul de toluidina y se realizo un estudio morfométrico observando un incremento progresivo del número de células cebadas por grupo así
como variaciones histoquímicas en sus gránulos en cada etapa y órgano analizado, lo que sugiere la participación de las células cebadas y sus
secreciones en cada una de las etapas de la intoxicación crónica con el fruto maduro de Kh

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

INTRODUCCIÓN

Karwinskia humboldtiana (Kh) también conocida
como tullidora, capulín tullidór o coyotillo, es un arbusto ve-
nenoso de la familia Rhamnaceae, se distribuye a lo largo de
la república Mexicana, sur de Estados Unidos, América cen-
tral y norte de Colombia (Fernández, 1992). Dreyer et al.
(1975) aislaron del endocarpio de Kh cuatro antracenonas
diméricas, que se ha demostrado que son las principales res-
ponsables de la toxicidad, denominadas por su peso molecular,
T-544, T-516, T-496 y T-514 o peroxisomicina A1 (PA1).

Se han reportado numerosos casos accidentales en
humanos de intoxicación por Kh (Castillo et al., 1920;
Segovia & Zermeño, 1972; Bustamante-Sarabia et al., 1978;
Puértolas et al., 1984; Arellano et al., 1994; Bermúdez et
al., 1995; Ocampo-Roosens et al., 2007). El cuadro clínico

de esta intoxicación varía de acuerdo a la cantidad del fruto
ingerido, ya que si se consume en gran cantidad, el cuadro
paralítico no se presenta, solamente síntomas respiratorios
y se puede presentar la muerte en 2 o 3 días. Si se consume
en pequeñas cantidades, después de algunas semanas apare-
ce un cuadro clínico de parálisis flácida, simétrica, ascen-
dente y progresiva, que puede conducir a la muerte (Segovia
& Zermeño) o, en algunos casos presentar una recuperación
lenta del cuadro paralítico (Arellano et al.).

Salazar-Leal et al. (2006), reportaron un modelo de
intoxicación crónica con Kh, administrando dosis fraccio-
nadas del fruto maduro de esta planta a la rata Wistar, lo-
grando reproducir los datos clínicos que se presentan en
humanos cuando no mueren por esta intoxicación. Así se
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pudieron identificar las siguientes etapas: sin paresia, paresia,
parálisis y recuperación de la parálisis. En la evaluación
histopatológica se reporto una desmielinización segmentaria
del nervio periférico, que fue aumentando en forma progre-
siva, alteraciones en el trayecto y grosor axonal a partir del
grupo sin paresia hasta el de parálisis, presentando una re-
versión clínica e histopatológica en el grupo de recupera-
ción. En estas muestras se observo un incremento de células
mononucleares identificadas en su mayoría como células
cebadas en el endoneurio del nervio periférico, sin embargo
no existen reportes acerca del número de células ni de las
variaciones en el contenido de los granulos secretorios, que
pudieran presentarse a lo largo de la intoxicación.

Utilizando este mismo modelo de intoxicación, Be-
cerra-Verdin et al. (2009), reportaron diversas alteraciones
morfológicas en las neuronas y tractos de la vía motora del
SNC, incluyendo la corteza cerebral y cerebelo. En este es-
tudio no se reportaron infiltrados de células mononucleares
en los órganos del SNC analizados.

Actualmente no existen reportes acerca de la exis-
tencia de infiltrados de células cebadas en órganos distintos
al SNP durante la intoxicación crónica con el fruto de Kh.

Las células cebadas son principalmente conocidas por
el papel que juegan en las reacciones anafilácticas (Metcalfe
et al., 1997). Se ha reportado que participan en el nervio
periférico, tanto en procesos de desmielinizacion como de
remielinizacion (Bienestock et al., 1991; Esposito et al.,
2002), así como en pulmón en distintos modelos experimen-
tales de intoxicaciones químicas (Takeoka et al., 1962; Kay
et al.,1967; Doebler et al., 1992; Jacevic et al., 2007; Taylor
et al., 1984; Okano et al., 1985; De-Matos et al., 2001) en
donde el numero de este tipo celular se ve incrementado
considerablemente.

En el presente estudio evaluamos al nervio periféri-
co, hígado, riñón y pulmón en busca de infiltrados de célu-
las cebadas para cuantificarlas y diferenciar la composición
histoquímica de sus gránulos en distintas subpoblaciones
de células cebadas, que pudieran estar presentes en cada uno
de los órganos y etapas evaluadas del modelo de intoxica-
ción crónica con el fruto de Kh.

MATERIAL Y MÉTODO

Administración de Karwinskia humboldtiana y grupos de
estudio. Se utilizaron 32 ratas Wistar, machos y hembras,
se distribuyeron en cuatro grupos (n= 8) en donde 5 ratas
fueron intoxicadas y 3 fueron control no intoxicadas. Los

animales se mantuvieron bajo condiciones estándar de la-
boratorio. Después de un periodo de 6 horas de ayuno, las
ratas a intoxicar recibieron por vía oral y por medio de son-
da orogástrica, 5 dosis del fruto seco, molido y cribado de
Kh. La primera dosis fue de 1,5 g/kg (Día 0) seguida por 4
dosis de 0,5 g/kg los días 3, 7, 10 y 14 posteriores a la pri-
mera dosis (Dosis total de 3,5 g/kg). Las ratas control sola-
mente recibieron agua. Todas las ratas fueron evaluadas
clínicamente. Se determino el peso diariamente durante las
primeras dos semanas, cada tercer día de la semana 3 a la 8
y semanalmente a partir de la semana 8 hasta el final del
estudio al día 112. La evaluación clínica incluyó la aparien-
cia del pelo, movilidad espontánea, tono muscular, anorma-
lidades de la marcha, frecuencia respiratoria, pérdida de peso,
debilidad de extremidades y parálisis.

Recolección de muestras. Las ratas intoxicadas y control
fueron sacrificadas por dislocación cervical a diferentes tiem-
pos después del primer día de intoxicación. El primer grupo
fue sacrificado previo a la aparición de la paresia en las ra-
tas intoxicadas en el día 24 (Grupo I). El segundo grupo fue
sacrificado cuando las ratas intoxicadas presentaban paresia
en el día 48 (Grupo II). El tercer grupo correspondió al de
las ratas intoxicadas que presentaban parálisis y fue sacrifi-
cado al día 58 (Grupo III) y finalmente el grupo IV corres-
pondió al de las ratas intoxicadas que presentaron recupera-
ción clínica de la parálisis y fueron sacrificadas al día 112.

Histología. Se obtuvieron muestras de nervio periférico, hí-
gado, riñón y pulmón, se fijaron por inmersión en una solu-
ción de formalina y se procesaron por la técnica histológica
de rutina hasta su inclusión en bloques de parafina. La eva-
luación histológica se realizó en cortes con un grosor de 5 a
7 micras. Todos los cortes fueron teñidos con H&E.

Histoquímica. En los casos en donde se presentó un incre-
mento de células mononucleares se realizo la tinción con
azul de toluidina al 2% (AT) para la identificación de célu-
las cebadas. Para identificar de forma selectiva los granulos
de las células cebadas según su reactividad, se llevaron a
cabo las reacciones histoquímicas del Acido Periódico de
Shiff (PAS) para la identificación de gránulos con
mucopolisacaridos, azul alciano/PAS (AA/PAS) para grá-
nulos con mucinas acidas y neutras, y azul alciano / safranina
(AA/SAF) para la identificación de gránulos con aminas
biogénicas.

Morfometría

Nervio periférico. Se utilizaron 5 cortes longitudinales de
nervio periférico por cada grupo de ratas intoxicadas con
Kh y control. Las muestras se observaron con microscopio
óptico a 400x, al cual se le adaptó un ocular cuadriculado
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con un área total de 0,062 mm2. Se realizó el conteo de
células cebadas en las muestras teñidas con AT, y las que
mostraron positividad para cada una de las reacciones
histoquímicas aplicadas: PAS, AA/PAS y AA/SAF. Los re-
sultados se expresaron en número de células cebadas, o con
positividad para cada una de las reacciones histoquímicas
por mm2 (CC/mm2).

Hígado, riñón y pulmón. Se analizaron 5 cortes de cada
uno de los órganos de interés: hígado, riñón y pulmón teñi-
dos con AT, y de histoquímica de PAS, AA/PAS, y AA/SAF
por cada grupo de ratas intoxicadas con Kh y control. De
cada corte se seleccionaron 8 campos al azar, en donde se
cuantificaron todas las células observadas, diferenciando a
las células cebadas de los demás tipos celulares presentes.
Los valores obtenidos se expresaron en porcentaje (%).

Análisis estadístico. Los valores obtenidos para cada tipo
de granulo identificado se contrastaron por medio de la prue-
ba estadística t de student con el control, análisis de varianza

(ANOVA) para la identificación de diferencias de las
varianzas inter-grupos y mediante la prueba de Tukey, para
identificar de cual o cuales grupos depende las diferencias
en las varianzas en caso de presentarse. Se utilizó el progra-
ma estadístico SPSS 15.0 con una significancia de P ≤ 0,05.

RESULTADOS

Los cortes de nervio periférico y de pulmón mostra-
ron infiltrados de células cebadas, mientras que los de híga-
do y riñón solamente presentaron escasas células aisladas.

Nervio periférico . El estudio morfológico del nervio perifé-
rico confirmó los hallazgos histopatológicos reportados por
Salazar-Leal et al. En estas muestras se observó la presencia
de infiltrados mononucleares en el endoneurio compuestos en
su mayoría por células cebadas, identificadas por la positividad
para la tinción con azul de toluidina (Figs. 1A y 1B).

Fig. 1. A. Microfotografía de nervio periférico de rata control que muestra escasas células cebadas en endoneurio (flecha). B.
Microfotografía de Nervio periférico de rata intoxicada con Kh que muestra abundantes células cebadas en endoneurio (fle-
chas). C. Microfotografía de pulmón de rata control que muestra un bronquiolo con escasas células cebadas en la lámina propia.
D. Microfotografía de pulmón de rata intoxicada con Kh que muestra abundantes células cebadas en la lámina propia (flechas).
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El análisis morfométrico de las
células cebadas del nervio periférico,
reveló la presencia de células cebadas
en las muestras control, y en las mues-
tras experimentales un incremento gra-
dual hasta el grupo III, llegando a su
pico máximo en el grupo IV, en donde
también se observo un incremento sig-
nificativo de las células con gránulos
PAS positivos en comparación al con-
trol. Las células cebadas con gránulos
AA/SAF positivos mostraron un
decremento significativo en relación al
control en los grupos II y III (Fig. 2).

Con la prueba estadística de
ANOVA determinamos que en el ner-
vio periférico, durante la intoxicación
crónica con Kh, no se presentan dife-
rencias significativas en las varianzas
inter-grupos de las células con gránu-
los positivos a las reacciones de PAS,
AA/PAS y AA/SAF razón por la cual
se omitió la prueba de Tukey.

Pulmón. El estudio morfológico del
pulmón reveló la presencia de grandes
acúmulos de células cebadas positivas
en la tinción con AT en las regiones
peribronquiales, con invasión hacia el
epitelio y músculo liso, que en algu-
nos casos modificaban la luz del bron-
quiolo, perdiéndose el aspecto estre-
llado de la mucosa, ya que aparecen
acumulos en forma de nódulos que
protruyen hacia la luz del bronquiolo
(Figs. 1C y 1D). Además se observó la
presencia de congestión vascular,
fibrosis y engrosamientos de los tabi-
ques alveolares a expensas de los
acumulos de células cebadas. Estos
hallazgos se presentaron en todos los
grupos intoxicados con Kh.

El estudio morfométrico de las
células cebadas de pulmón teñidas con
AT, PAS, AA/PAS y AA/SAF reveló que
en los distintos grupos de este modelo
de intoxicación, existieron diferencias
significativas en cuanto al número de
estas células, en comparación a su res-
pectivo control y que estas llegan a su
pico máximo durante el grupo IV.

Con las pruebas estadísticas de ANOVA determinamos que durante la in-
toxicación crónica con Kh existen diferencias significativas en cuanto a las
varianzas inter-grupos de las células con gránulos positivos para las reacciones
de, PAS, AA/PAS y AA/SAF. Con la prueba de Tukey identificamos que estas
diferencias en las varianzas inter-grupos dependían principalmente de la escasa
cantidad de células cebadas con gránulos AA/SAF positivas en relación a las
demás, en todos los grupos experimentales (Grupos I-IV) y entre las PAS y AA/
PAS ya que las células con estos tipos de gránulos presentaron diferencias signi-
ficativas entre ellos en los grupos II y III (Fig. 3).

Fig.  2. Grafica que muestra el número de células cebadas en nervio periférico por mm2

(CC/mm2) teñidas con AT y las reacciones histoquímicas de PAS, AA/PAS y AA/SAF en
los diferentes grupos de estudio. * Diferencia estadísticamente significativa en relación al control.
Prueba t de student. ** Diferencia estadísticamente significativa intergrupos PAS y AAPAS. ANOVA
y prueba de Tukey. P≤0,05.

Fig. 3. Grafica que muestra el porcentaje de células cebadas en pulmón teñidas con AT y
las reacciones histoquímicas de PAS, AA/PAS y AA/SAF en los diferentes grupos de
estudio.*Diferencia estadísticamente significativa en relación al control. Prueba t de student. ** Dife-
rencia estadísticamente significativa intergrupos PAS y AA/PAS. ANOVA y prueba de Tukey. P≤0,05.
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DISCUSIÓN

Con base en los resultados obtenidos determinamos
que durante la intoxicación crónica con Kh existen modifi-
caciones con respecto al número de células cebadas, en las
muestras de nervio periférico y pulmón, en donde hemos
demostrado un incremento significativo de las mismas. En
el resto de órganos evaluados, las células cebadas fueron
escasas y no existieron modificaciones en el número de es-
tas.

Los hallazgos morfológicos en nervio periférico son
de gran interés, ya que tanto en el modelo experimental de
intoxicación crónica (Salazar-Leal et al.), así como en di-
versos reportes de casos de intoxicación accidental por Kh
en humanos (Bustamante-Sarabia et al.; Puértolas et al.;
Segovia & Zermeño; Arellano et al.) el cuadro paralítico es
el dato clínico predominante.

En este estudio hemos descrito por primera vez, los
cambios morfológicos presentes en pulmón durante los di-
ferentes grupos del modelo de intoxicación crónica con el
fruto maduro de Kh, así como la presencia de grandes
acumulos de células cebadas tanto en las regiones
peribronquiales como en los tabiques interalveolares de este
órgano.

No existen en la literatura reportes sobre el infiltrado
de células cebadas, ni sobre la cantidad de células presentes
o las variaciones en cuanto a la composición de sus gránu-
los, en nervio periférico y pulmón durante la intoxicación
crónica con Kh, sin embargo, en otros estudios de neuropatías
de distintas etiologías, se ha reportado un incremento de estas
células en el nervio periférico durante la neuropatía diabéti-
ca, la esclerosis múltiple, el síndrome de Guillain-Barré, la
enfermedad de Alzheimer y la degeneración Waleriana
(Bienestock et al.; Olsson & Sjöstrand, 1969; Esposito et
al.), de la misma manera se ha reportado que en el pulmón
se presenta un incremento de células cebadas en distintos
modelos experimentales de intoxicación química con semi-
llas de Crotoraría spectabilis (Takeoka et al.; Kay et al.),
hongos filamentosos (Doebler et al; Jacevic et al.), com-
puestos del veneno de abeja (Taylor et al.), avispa (Okano
et al.), escorpión (De-Matos et al.), entre otros, lo que su-
giere que un metabolito o compuesto presente en las plantas
de Kh es capaz de inducir dicho incremento.

Tanto en las muestras de nervio periférico como en
las de pulmón, se observaron diferencias en cuanto al nu-
mero de células cebadas en cada uno de ellos y en los distin-
tos grupos del modelo de intoxicación crónica, además de
variaciones en cuanto a la composición de los gránulos de

células cebadas evidenciados con las reacciones
histoquímicas de PAS, AA/PAS y AA/SAF. Llama la aten-
ción que en nervio periférico los gránulos positivos para AA/
SAF del grupo II y que en pulmón los gránulos PAS positi-
vos del grupo III sufren un decremento significativo en re-
lación al grupo anterior, lo que sugiere la liberación de sus
mediadores y la probable participación de estos en dichos
grupos.

En otros modelos experimentales se ha reportado la
existencia de una expresión diferencial de gránulos de célu-
las cebadas dependiente de diversos factores como la
interleucina 3 (IL 3) y el ligando de c-kit (Gurish et al., 1992),
además se ha reportado que otros factores biológicos pue-
den estimular la liberación de gránulos de estas mismas cé-
lulas (Doebler et al.; Forsythe et al., 2001), en conjunto es-
tos datos nos sugieren que las variaciones en cuanto a la
composición de los gránulos de las células cebadas obser-
vadas en nuestro estudio, se deban a una probable participa-
ción de distintos factores biológicos, que a su vez favorez-
can la expresión y liberación de distintos mediadores en cada
órgano y en cada grupo del modelo de intoxicación crónica
con Kh. De la misma manera nuestros resultados sugieren
que las diferencias observadas en cuanto a la expresión y
liberación de los mediadores presentes en los gránulos, ma-
nifestada por incrementos o decrementos de las células con
gránulos positivos a las diversas reacciones histoquímicas,
incluso en el grupo IV (Recuperación), se deban a que las
células cebadas jueguen distintos roles, ya sea de daño, re-
cuperación o ambos, durante esta intoxicación.

En conclusión, los hallazgos reportados en el presente estu-
dio, sugieren que las células cebadas participan activamen-
te en la fisiopatología de la intoxicación crónica con el fruto
maduro de Kh, en el pulmón y nervio periférico.

En nuestro laboratorio continuamos estudiando por méto-
dos inmunohistoquímicos los componentes específicos (me-
diadores) de los gránulos, con el fin de identificar el papel
que juegan estos en cada etapa del modelo de intoxicación
crónica con Kh.

GARCÍA, G. R.; SALAZAR, L. M. E.; BECERRA, V. E. M.;
ROMERO, D. V.; GARCÍA, J. J.; SOTO, D. A. &
SEPÚLVEDA, S. J. Lung and peripheral nerve mast cells in
chronic intoxication with Karwinskia humboldtiana in Wistar rat:
histological and histochemical study.  Int. J. Morphol., 31(4):1216-
1222, 2013.

SUMMARY:  Karwinskia humboldtiana (Kh) is a
poisonous shrub causing a number of accidental intoxications in
humans. In previous studies in our laboratory, we reported an
increased number of mast cells present in peripheral nerve of Kh
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intoxicated rats. This finding has not been reported in other organs
of intoxicated animals. For this reason, in the present study we
searched for mast cells in several organs, identifying mast cell
subpopulations on the basis of different histochemical reactivity
of their secretory granules. Thus the objective of the present study
was to evaluate the presence of mast cells in organs other than
peripheral nerve and, to distinguish mast cells by their granule
content, applying histochemical reactions. 32 Wistar rats were
divided into 4 groups (n=8). For each group, 5 rats were intoxicated
with Kh and 3 received water only as a control. Intoxicated rats
received 3.5 g/ Kg body weight of dry powder of Kh fruits,
fractionated in 5 doses as follows 1.5, 0.5, 0.5, 0.5, 05 on days 0,
3,7,10,14 respectively. Control rats received water only. Each group
was killed at different times during paralysis evolution. Samples
of liver, kidney, lung and brain, were obtained and processed by
routine technique until paraffin embedding. Sections were obtained
and stained with toluidine blue, PAS, alcian blue/PAS and alcian
blue/safranin. Mast cells infiltrates were observed in peripheral
nerve and lung. Mast cells were counted. An increasing number of
mast cells were recorded as well as variations in the histochemical
pattern of their granules for each organ. These findings suggest a
role for mast cells and their secretions in the intoxication with
mature fruit of Kh.

KEY WORDS: Karwinskia humboldtiana; Mast cells;
Peripheral nerve; Lung.
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