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RESUMEN 

Las investigaciones en el campo de la Neurohistología con aplicación en la evaluación de 
sustancias neurotóxicas, han tomado gran desarrollo en los últimos años, dado 
fundamentalmente por los métodos específicos de tinciones para los diferentes 
constituyentes del tejido nervioso.  

Por otro lado las neurotoxinas, en especial las de origen marino, son cada vez más 
utilizadas en las investigaciones del campo de las neurociencias. 

Partiendo de estos antecedentes se propone en el presente trabajo, la caracterización 
neurohistológica del hipocampode rata, inyectada por vía intracerebroventricular (ICV) 
en ratas Wistar con la fracción 3 del extracto etanólico de la anémona marina 
Bunodosoma granulifera (F3 EEtBg) de nuestras costas, utilizando como droga patrón el 
ácido kaínico (AK), neurotoxina bien conocida con efectos necróticos específicos sobre 
las células piramidales del hipocampo. 

La inyección de F3 EEtBg también provoca alteraciones sobre células piramidales del 
hipocampo, con daño a la mitocondria y al retículo endoplasmático, caracterizada 
mediante microscopía de luz y electrónica, lo que demuestra su carácter neurotóxico y 
su potencial uso para el diseño de modelos experimentales de epilepsia, parkinson u 
otros, como cuando se utiliza AK. La metodología podría ser utilizada en el campo de las 
evaluaciones neurotoxicológicas. 

Objetivo: Caracterizar neurohistológicamente el hipocampo de rata, inyectada en 
ventrículo cerebral  con fracción 3 del extracto etanólico de Bunodosoma granulifera.  

PALABRAS CLAVE: Fracción 3 del extracto etanólico de Bunodosoma granulifera, Ácido 
Kaínico, hipocampo, microscopía de luz, microscopía electrónica. 

INTRODUCCIÓN 

La neurobiología ha tenido un gran desarrollo en los últimos años, especialmente por las 
investigaciones realizadas con diferentes  agentes neurotóxicos, que han permitido 
dilucidar algunas incógnitas sobre el Sistema Nervioso (SN). Al propio tiempo se han 
obtenido nuevos conocimientos acerca de algunas enfermedades humanas, como son 
por ejemplo: Esquizofrenia, Alzheimer, enfermedad de Parkinson y las epilepsias, 



mediante el diseño de modelos experimentales que emplean neurotoxinas para 
modificar mecanismos moleculares específicos 1-6 

Las neurotoxinas de más interés en los últimos años son las de origen natural, sobre 
todo las extraídas de organismos marinos, tales como celenterados, equinodermos, 
moluscos y otros grupos de invertebrados que se caracterizan, entre otros, por 
presentar mecanismos de defensa basados en la liberación al medio de sustancias 
altamente tóxicas 7-10.  

En el Phylum de los Celenterados se encuentran las anémonas marinas, que son 
animales de vida sésil y por tanto poseen mecanismos de defensa y nutrición altamente 
desarrollados, que compensan en cierta medida su poca movilidad 8. 

Nuestro país tiene una amplia plataforma insular, con  una  rica  fauna  marina, de gran 
diversidad y muy bien representada por los grupos sistemáticos antes mencionados, lo 
que ha posibilitado a los investigadores dedicarse con mucho éxito a la búsqueda de 
compuestos, incluyéndose dentro de ellos los neuroactivos a partir de dichos 
organismos  10,11. 
Entre las especies más estudiadas se encuentran como se refirió antes, las anémonas, 
específicamente la Bunodosoma granulífera de nuestras costas, porque se ha probado 
que los diferentes extractos, fracciones, etc., obtenidos de ella tienen efectos sobre el 
SN de los mamíferos y de otros organismos 11-13, entre estas se puede mencionar una 
nueva toxina de canal de potasio (BgK), aislada del mucus de la referida anémona, que 
fue la primera de este tipo obtenida de un organismo marino 8.  

Un estudio preliminar realizado con el  extracto etanólico total de dicha anémona, 
inyectado en ventrículo lateral de ratas, provocó severas convulsiones y un efecto 
neurotóxico también severo sobre las células piramidales del hipocampo, las que se 
observaron totalmente necróticas 13,14. Por tanto es necesario conocer si los compuestos 
neurotóxicos que se encontraban en ese extracto, se mantienen en la F3 EEtBg, lo cual 
es de gran importancia porque se podría llegar a obtenerlos puros, continuando con la 
purificación de dicha fracción y evaluando paralelamente cada una de las sustancias 
tóxicas obtenida de la misma.  

Por otro lado en los últimos años la morfología ha ido tomando un lugar importante 
dentro de la Neurotoxicología. Según Switzer 15; en este campo de evaluación resulta 
muy difícil describir los cambios provocados por un compuesto químico particular, sin 
determinar si la causa es la destrucción de la estructura anatómica que lo produce, por 
lo que considera que los estudios Neurotoxicológicos deben comenzarse con técnicas 
que permitan detectar la degeneración neuronal, las cuales debían estar precedidas por 
la determinación de la Dosis Letal Media (DL 50) del producto de interés. De aquí que la 
metodología utilizada a partir de la inyección de la fracción 3 EEtBg, pudiera ser útil en 
evaluaciones neurotoxicológicas. 

MATERIALES Y MÉTODOS: 

- Obtención e inyección ICV de la F3 EEtBg en ratas Wistar 

La F3 EEtBg se obtuvo por filtración en gel de Sephadex G-50 en ácido acético al 20%, 
a partir del extracto etanólico total del cuerpo de la anémona marina Bunodosoma 
granulífera, colectada en costas cubanas. 

Para la inyección los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico vía 
intraperitoneal y lidocaina como anestésico local y la inyección de la toxina (F3 EEtBg) 
se realizó mediante técnica estereotáxica, en ventrículo lateral del cerebro de la rata 
Wistar. Para la determinación de la DL50 se tomaron 28 ratas machos de 300 ± 20 g de 
peso obtenidas del CENPALAB y se mantuvieron en condiciones de vivario, con alimento 
y agua ad libitum. 



Se establecieron cuatro grupos de trabajo: I, II, III y IV, de siete animales cada uno, 
seis animales experimentales inyectados con F3 EEtBg y un control con SF (cuatro 
controles en total). A los animales de los grupos experimentales se les inyectó 1 µl de 
F3 EEtBg a diferentes concentraciones: grupo I: 0.5 mg/mL (0,5 µg/ µl); grupo II: 1 
mg/mL (1,0 µg/ µl); grupo III: 2 mg/mL (2,0 µg/ µl) y grupo IV: 2.5 mg/mL (2,5 µg/ 
µl). Los animales controles recibieron 1µl de solución fisiológica, también por vía ICV.  

Posteriormente se registró el número de muertes respecto al total de cada grupo y se 
analizaron los resultados por el tests de Litchfield y Wilcoxon, modificado por Rojas y 
Lavin 16 (según programa para microprocesador elaborado por los autores). 

- Observaciones conductuales y procesamiento de las muestras para Microscopía Óptica 

Se emplearon 30 ratas Wistar machos de 300 ± 20 g de peso, obtenidas del CENPALAB 
y mantenidas  en nuestro centro en condiciones de vivario. 

Para la caracterización neurohistológica del hipocampo de cada rata, se utilizaron 15 
animales experimentales a los que se les inyectó una dosis de 1,0 µg (1,0 µg/µl) de la 
referida fracción tóxica (Se seleccionó dicha dosis de F3 EEtBg, por encontrarse dentro 
del rango del límite superior e inferior de su DL 50) y 15 animales controles (inyectados 
con SF). Los animales se separaron en cinco grupos,  correspondiéndose con  cinco 
periodos de evolución diferentes: 1d, 3d, 7d, 14d y 30d. Cada grupo estaba formado 
por tres animales controles y tres experimentales.  

Después de inyectados los animales en el ventrículo cerebral y cerrada y desinfectada la 
herida, se liberó el animal del estereotáxico y se realizó la técnica conductual, mediante 
la observación visual de cada uno por separado, por espacio de 9 horas, colocados 
dentro de  una jaula de Plexiglas, de las utilizadas normalmente como alojamiento, pero 
en este caso no se le colocó aserrín. 

Transcurrido el tiempo de post-inyección indicado para cada grupo, los animales se 
anestesiaron con éter y se realizó la eutanasia de todos por perfusión intracardiaca. La 
perfusión se inició con SF y se prosiguió con formol neutro tamponado al 10%. Se 
extrajeron los encéfalos y se colocaron en igual fijador por 3 días.  

Posteriormente las muestras se lavaron abundantemente con agua corriente y se 
siguieron los diferentes pasos hasta inclusión en parafina. Se hicieron cortes de 6 µm y 
se utilizaron las técnicas  de coloraciones: Hematoxilina-Eosina (H-E), Cresil-violeta (C-
V), Klüver-Barrera (K-B), Proteina acídica gliofibrilar (GFAP en Inglés), Glees y Marsland 
(G-M). Se realizaron las observaciones en un Microscopio Binocular, modelo Olympus y 
se tomaron fotos a color con película Kónica de 35mm. 

Se hizo una evaluación semi-cuantitativa de las muestras, expresada en la tabla como 
daño leve, moderado y severo. 

Leve: significa que el daño histopatológico causado por el compuesto queda limitado a 
la vecindad de la lesión (por donde pasa la aguja) o que está dañada una pequeña 
cantidad de células (incluye unas pocas neuronas o un área puntual). 

Moderado: significa que los daños histopatológicos causados por el compuesto, son 
mayores que los expresados anteriormente, o sea ya no son puntuales las lesiones, sino 
que se han extendido y han dañado gran cantidad de neuronas del hipocampo como 
partes del área CA1, CA2, CA3 o CA4, etc. 

Severo: significa que los daños histopatológicos causados por el compuesto, son mucho 
mayores. En este caso el daño compromete por ejemplo totalmente las áreas del 
hipocampo antes mencionadas, donde se observa desaparición completa de las 
neuronas piramidales y esas áreas van siendo rellenadas con células gliales (astrocitos). 



- Procesamiento de las muestras para Microscopía Electrónica de Transmisión (MET) 

Se utilizaron tres animales controles inyectados con SF y tres experimentales, 
inyectados también en ventrículo cerebral con la F3 EEtBg. Después de la inyección ICV, 
se mantuvieron los animales en condiciones de vivario, con alimento y agua ad libitum 
durante siete días.  

El procesamiento de las muestras para MET se inició con la anestesia de los animales 
con éter en cámara cerrada, seguido por perfusión intracardiaca con SF, seguida de 
fijador de Karnovsky 17, el cual se ajusta a un PH 7,2-7,4.  

Se extrae el encéfalo, se toman las muestras de hipocampo dorsal, se colocan en igual 
fijador durante una hora, se lavan 3 ó 4 veces en buffer fosfato, se post-fijan en 
tetraóxido de osmio (disuelto en agua destilada) al 0,5%, durante 1 hora, lavado en 
buffer fosfato, deshidratación, propileno e inclusión hasta araldita pura. Se deja 
polimerizar durante 48 horas.  

Se hicieron los tacos de inclusión y se tallaron utilizando un ultramicrótomo. 

Se realizaron cortes ultrafinos de unos 50-100 nm con un ultramicrótomo LKB IV, de 
fabricación Sueca y se montaron en rejillas de cobre de 400 huecos, sin membrana de 
soporte. Se realizó contraste con sales de citrato de plomo y acetato de uranilo, en 
solución acuosa, 15 minutos en cada una.  

Para la observación y toma de las fotos, se utilizó un Microscopio Electrónico de 
Transmisión Hitachi H-7000. Se tomaron diez micrografías por campo de cada una de 
las muestras procesadas mediante MET y se presenta una micrografía de cada una de 
ellas. 

RESULTADOS   

- DL 50 de la F3 EEtBg mediante inyección ICV 

La DL 50 de la F3 EEtBg, inyectada por vía ICV en ratas Wistar, fue 1,38 µg (tabla 2,1 y 
2,2). Este valor fue obtenido según el método de Litchfield y Wilcoxon, modificado por 
Rojas y Lavín 17, referido anteriormente y expresados en las siguientes tablas: 

Tabla 1. Valores del % de mortalidad por grupos 

Grupo Dosis 
(µg) 

Muertes Total de 
animales 

% de 
mortalidad 
Observada 

% de 
mortalidad 
Esperada 

 
1 

 
0,5 

 
1 

 
6 
 

 
16.67 

 
15.35 

 
2 

 
1,0 

 
2 

 
6 

 
33.33 
 

 
37.35 

 
3 

 
2,0 

 
4 

 
6 

 
66.67 
 

 
64.68 

 
4 

 
2,5 

 
6 
 

 
6 

 
92.33* 

 
72.64 

 

*- valor corregido. 



Tabla 2. Valores para las diferentes dosis efectivas (intervalo de confianza para un 
95%) 

Dosis efectiva Límite superior Límite inferior 

DE501,38 g 2,62 g 0,72 g 

DE160,514 g 1,95 g 0,135 g 

DE843,69 g 14,0 g 0,97 g 

 

- Resultados conductuales 

Los animales controles de todos los grupos, después de inyectados con SF, mantuvieron 
un comportamiento normal, durante todo el tiempo en que se realizó la observación 
conductual.   

Los animales de los grupos experimentales mostraron evidentes manifestaciones 
motoras epileptiformes. Alrededor de los 3 minutos post-inyección comenzaban a 
movérseles las vibrisas, se observaron ligeros movimientos de cabeza y orejas, 
ronquidos débiles y muchos temblores.  

A los 10 minutos, presentaron sacudidas esporádicas que involucraban la parte anterior 
del cuerpo, y los ronquidos y temblores de mayor intensidad, éstas se conocen como 
“sacudidas del perro mojado”.  

A los 30 minutos las convulsiones fueron intensas, involucraban todo el cuerpo y las 
sacudidas eran extremadamente violentas, continuaban los temblores fuertes y se 
observó cola de Straub, aproximadamente una hora después de la inyección.  

Los ataques convulsivos severos duraron de 5 a 6 horas post-inyección, después 
disminuyó su intensidad, se observaron sacudidas esporádicas y los temblores leves.  

Entre 7 u 8 horas los animales se desplazaban por la jaula describiendo movimientos 
circulares y respondían con gran excitación saltando bruscamente, ante cualquier golpe 
en la jaula; mostraban conductas de acicaleo. Después de las 8 horas se notó mejoría al 
caminar y casi no presentaban convulsiones, solo algunas sacudidas esporádicas.  

Caracterización neurohistológica del hipocampo de rata inyectada con F3 
EEtBg, mediante microscopía de luz  

Tabla 3. Resultados histopatológicos observado fundamentalmente en el hipocampo de 
ratas de los diferentes grupos, inyectadas con F3 EEtBg 

Grupos Ci E NN Cong H PMN H Gl 

1 día F3 + + + + + + + + + + + + + +  

3 días F3 + + + + + + + + + + + + + + + + + 

7 días F3 + + + + + + + + + + + + 

14 días F3  + + +    + + + 

30 días F3  + + +    + + + 

Control SF +      
Leyenda: Ci: compuesto inyectado  E: edema    NN: necrosis neuronal  Cong: 
congestión   H: hemorragia  PMN: polimorfonucleares H gl: hiperplasia glial  



C- animales controles  R- animales experimentales inyectados con F3 EEtBg 
Ci:Compuesto inyectado. E: Edema. Nn: Necrosis neuronal. H: Hemorragia 
Presencia de polimorfonucleares: PMN. Congestión vascular: Cong V Hiperplasia glial: 
H gl; EEI:(estructuras encefálicas involucradas).  
SF: Suero fisiológico,  cc: cuerpo calloso,   c.cer: corteza cerebral, vl: ventrículo lateral,  
hpc.d: hipocampo dorsal, hpc.V: hipocampo ventral, c: cerebelo.   
Daño sobre el tejido: –: no presenta daño, +: daño leve, ++: daño moderado y +++: 
daño severo. 
 
- Animales controles: En todos los grupos se observó que solo estaba lesionada el área 
por donde penetró la aguja, describiéndose bien el recorrido que hizo ésta a través de 
corteza cerebral, cuerpo calloso, hasta llegar al ventrículo inyectado, donde se presentó 
leve hemorragia y leve presencia de PMN, en el grupo de 1 día. El hipocampo de estos 
animales se observó sin alteración histológica (Ver grupo control en la tabla 3 y fig. 1).  

- Animales experimentales (inyectados con F3 EEtBg): En los grupos de 1d y 3d, se 
vieron daños entre moderados y severos, con áreas edematosas que abarcaron 
regiones de la corteza cerebral y cuerpo calloso por donde penetró la aguja, hasta un 
área bastante extensa del ventrículo lateral inyectado con un daño tisular severo, que 
fue más leve y de menor extensión del lado contralateral.  

Se apreciaron gran cantidad de hematíes así como de leucocitos y polimorfonucleares 
neutrófilos (PMN), además una severa destrucción del plexo coroideo y congestión 
vascular en toda esa zona, fundamentalmente a nivel del ventrículo inyectado.  

Se observó entre moderada y severa necrosis neuronal que además de afectar las 
células piramidales del hipocampo dorsal y ventral, abarcó la región adyacente al 
ventrículo inyectado y parte del contralateral, así como células ependimarias que 
revisten al ventrículo inyectado.  

En de 1d no se observó hiperplasia glial, pero en el de 3d sí. Se observa leve 
desmielinización pero esta es puntual, asociada siempre a las áreas de edema y 
degeneración neuronal. Del grupo de 3d se presenta la fig. 2. 

El grupo de 7d post-inyección se presenta en la tabla 3. Se apreciaron dañadas las 
mismas áreas del hipocampo que las descritas para los grupos de 1d y 3d, 
encontrándose diferencias en este grupo respecto a los otros, en particular 
disminuyeron los efectos vasculares. 

Hay necrosis neuronal severa, en este caso más extensa y una hiperplasia glial más 
abundante, fundamentalmente en las zonas CA-1 a la CA-4 de los hipocampos dorsales, 
donde prácticamente desaparecieron las células piramidales.  

El grupo de 14d  post-inyección, presenta edema leve, hiperplasia glial abundante, que 
llenan las áreas edematosas asociadas a las estructuras cerebrales afectadas por esta 
patología.  

Desaparecieron por completo los hematíes y los PMN, se observó congestión leve. Las 
estructuras cerebrales dañadas fueron las mismas que en el resto de los grupos. 

En el grupo de 30d post-inyección se apreció que los hematíes y los PMN 
desaparecieron, no se observaron vasos congestionados, abundante hiperplasia glial 
ocupando los espacios donde estaban las neuronas necróticas. En este caso 
prácticamente todas las neuronas piramidales del hipocampo han sido sustituidas por 
neuroglias. 

 



Resultados mediante Microscopía Electrónica de Transmisión, de animales 
procesados a los 7 días post-inyección 

- Estructura fina del hipocampo normal (Animales Controles):  

En la figura 3, se observan algunas características de la estructura fina de una neurona 
normal del hipocampo de rata. Además el tejido circundante constituido por axones 
fundamentalmente amielínicos, los que se aprecian sin alteraciones y se ve la 
continuidad del tejido.  

- Estructura fina del hipocampo dañado (Animales Experimentales):  

En la figura 4 se observa a la izquierda una neurona del hipocampo. El núcleo se 
aprecia bien conservado, con características normales.  

En un borde externo la envoltura nuclear se observa alterada. Se ven vacuolizaciones 
citoplasmáticas al parecer relacionado con alteraciones del retículo endoplasmático, el 
cual ha sufrido el efecto de la fracción tóxica utilizada.  

En otras regiones citoplasmáticas se observan alteraciones de este tipo, pero más leves. 

A nivel de la membrana plasmática, también se observa una alteración vesiculosa como 
la descrita anteriormente. 

En el tejido circundante se puede distinguir que las mitocondrias han sufrido un daño 
directo, ya que las mismas presentan un tamaño de aproximadamente cinco a seis 
veces mayor al de una normal, sus crestas mitocondriales están totalmente 
desorganizadas y en la que se encuentra en la región central, que además es la de 
mayor tamaño, presenta unas pequeñas vesículas en su matriz.  

En la figura 5 se observa una gran cantidad de fibras mielínicas, en una de ellas al 
centro, abajo, se ve bastante tumefacta, incluso en su centro se ve una amplia 
alteración vesiculosa. Otras fibras presentan alteraciones de este tipo pero más leves. 

En la mayoría de esas fibras, los anillos que forman la mielina se encuentran alterados, 
se presenta sin la continuidad característica de la misma, como consecuencia de un 
daño. Al centro arriba se observa una terminación mielínica, severamente dañada, con 
sus anillos separados y tortuosos, formando un ovillo. 

DISCUSIÓN  

Se utiliza el método de inyección ICV, porque se quiere conocer con exactitud si existe 
o no un efecto directo de la fracción tóxica utilizada sobre alguna estructura cerebral en 
particular, que permita realizar más adelante, su evaluación inyectando la propia 
fracción tóxica por otra vía.  Por otro lado se necesita conocer la DL 50 de la F3 EEtBg, 
inyectada directamente en líquido cefalorraquídeo y después caracterizar su posible 
acción neurotóxica, mediante observación conductual y el método histopatológico. 

La vía de inyección ICV en roedores, ha sido utilizada por otros investigadores para 
hallar la DL 50 de diferentes neurotoxinas 18 u otros compuestos biológicos 19. 

Esta vía de inyección posibilita que al ser depositada una sustancia, compuesto o droga 
en el líquido cefalorraquídeo, la misma viaje a diferentes estructuras encefálicas, 
incluyendo el tronco encéfalo e incluso a médula espinal, en dependencia de su 
especificidad o afinidad y causa determinados efectos letales dado por su potencia, que 
para el caso de esta fracción neurotóxica, se demostró que era sobre las células 
piramidales del hipocampo, similares a aquellas causadas por el Ak 5, algo parecido 
ocurre con los efectos conductuales descritos para la F3 EEtBg, que se asemeja en gran 
medida a las provocadas por el AK, especialmente su efecto epiletogénico 5. 



Se decide realizar la caracterización neurohistológica del hipocampo de ratas inyectadas 
con F3 EEtBg por vía ICV, para conocer su DL 50, que fue de 1,38 µg y en base a esta 
utilizar 1,0 µg que es una dosis subletal, evitando muertes innecesarias de animales y 
que ha permitido caracterizar su acción neurotóxica, mediante Microscopía de Luz y 
Microscopía Electrónica de Transmisión, corroborándose que posee alta afinidad por las 
células piramidales del hipocampo. 

Se puede afirmar que existe correspondencia entre los resultados conductuales y los 
histopatológicos, tanto para los animales controles, como para los experimentales, de 
todos los grupos, en base a los resultados obtenidos en este trabajo. 

En el caso de los controles los daños que sufrió el encéfalo son mecánicos, provocados 
por la penetración de la aguja hasta el ventrículo, no involucra ninguna otra estructura 
además de la corteza cerebral, el cuerpo calloso hasta el ventrículo lateral inyectado 
con SF y las afectaciones en estas zonas son leves, la solución salina es asimilada 
perfectamente por el organismo, de ahí que la conducta de todos los animales controles 
haya sido normal. Por otra parte ni el área de la corteza cerebral, ni la zona del cuerpo 
calloso por donde penetró la aguja, estaban relacionadas con funciones importantes que 
puedan alterar la actividad normal de estos animales. Otros investigadores en 
diferentes experimentos han utilizado la inyección ICV de SF como control 20,21. 

Partiendo de estos resultados se demuestra que las convulsiones observadas en los 
animales experimentales, así como su comportamiento general, se debieron al depósito 
del microlitro de la F3 EEtBg en el ventrículo lateral.  

En los grupos experimentales la fracción tóxica que se inyectó ICV, afectó severamente 
sobre todo a partir de los tres días post-inyección (aunque desde un día ya se observan 
algunas alteraciones histológicas) las células piramidales del hipocampo, estructura 
cerebral que como se conoce, está involucrada en procesos, especialmente de 
aprendizaje y memoria en los mamíferos, incluyendo los roedores 22,23 y su afectación 
está relacionada además con la manifestación de crisis epileptogénicas 5, lo que explica 
el por qué de este tipo de conducta descrita en los grupos experimentales inyectados 
con F3 EEtBg.  

La selectividad o afinidad de la F3 EEtBg por las células piramidales del hipocampo, sin 
afectar prácticamente las células granulosas, ni otros tipos de neuronas, excepto un 
daño leve a células de Purkinje del cerebelo, pudiera guardar relación al igual que 
sucede con el AK, con un fenómeno de afinidad de uno o varios componentes de dicha 
fracción, por receptores a la acetilcolina presentes en las neuronas piramidales, que se 
corresponde con un decrecimiento de la actividad colino acetiltransferasa de las 
neuronas de esas áreas cerebrales 24. Otro receptor  relacionado con este fenómeno es 
el glutamato 25. Ha sido  demostrado que la lesión que provoca el AK en el hipocampo, 
involucra la pérdida completa de las neuronas piramidales del área CA3 y que 
interactúa a su vez con las enzimas colino acetiltransferasa y ácido glutámico 
decarboxilasa 26 y que también con la acetilcolina se interrelacionan otros 
neurotransmisores, para dar una respuesta adecuada a las diversas funciones del 
Sistema Nervioso Central; de ahí que algunos procesos fisiológicos o conductuales 
dependen del balance de varios sistemas de neurotransmisión y la pérdida del mismo, 
más que de la alteración aislada de uno de ellos, parece participar en la patogenia de 
algunas enfermedades tales como el Alzheimer y el Parkinson 27. 

Con respecto a las alteraciones histopatológicas relacionadas con el sistema vascular-
encefálico, hay tres elementos que merecen ser discutidos y que son: la hemorragia, la 
congestión vascular y la presencia de PMN.  

Como se pudo apreciar en las diferentes tablas de resultados estas alteraciones son 
severas especialmente en los grupos con lesiones más recientes y son leves a partir de 
los 7d post-inyección, hasta que ya a los 30d no se observan, esto demuestra el gran 



efecto vascular-encefálico que provoca la F3 EEtBg a nivel del SNC, incluso en regiones 
alejadas del sitio de inyección, como es el hipocampo dorsal y ventral, especialmente en 
los siete primeros días posterior a la inyección. Mediante el uso del AK en ratas, 
también se han encontrado alteraciones vasculares, específicamente a nivel de la 
barrera hematoencefálica 5. Por otro lado la presencia de una severa infiltración a PMN 
es un indicio del desarrollo de un proceso inflamatorio agudo, que posteriormente va a 
ser sustituido por una gliosis abundante, lo cual se corresponde con resultados 
encontrados por otros autores al utilizar el AK, donde el daño neuronal tan severo 
induce un proceso inflamatorio, que involucra a la microglia 28,29. 

Otro daño histopatológico que merece ser analizado es el edema vasógeno, que 
conceptualmente es la acumulación de líquido en el medio extracelular y es la forma 
más común de edema cerebral, el cual está relacionado con un incremento de la 
permeabilidad de las células endoteliales de los capilares cerebrales, lo que lleva a un 
incremento de volumen de líquido extracelular por un desbalance hídrico, que provoca 
acumulación de ese líquido en el tejido circundante 30.  Algunos autores consideran que 
el edema se puede producir también por la tumefacción astroglial que se produce a 
nivel de los procesos astrocíticos perivasculares, ya que estas glías forman parte de la 
barrera hematoencefálica, lo que puede llegar a destruir a las neuronas por las 
relaciones tan íntimas que establecen entre ellas 30.  

Todo esto puede corroborarse con lo observado en los grupos experimentales 
inyectados con F3 EEtBg, donde efectivamente el edema es muy severo en aquellas 
regiones donde la necrosis neuronal también lo es, como las áreas del hipocampo y las 
cercanas a la zona de inyección, pero este daño al igual que los tres explicados 
anteriormente solo aparece severo en los grupos experimentales de  hasta  3d post-
inyección,  pues ya a los 7d las microglías comienzan a ocupar todas esas áreas 
edematosas y fagocitar a las neuronas necróticas. 

En cuanto al fenómeno de desmielinización, este apareció de forma puntual asociada 
con los sitios de necrosis neuronal y edema severos, por lo que parece más bien 
consecuencia de estos daños y no por la presencia de algún componente 
desmielinizante en F3, aunque no se podría descartar esta posibilidad, ya que se trata 
de una fracción que posee varios componentes tóxicos. 

Llama la atención la abundante gliosis observada en los animales experimentales a 
partir del tercer día post-inyección, que se va haciendo más evidente a partir de los 7d, 
manteniéndose así en el resto de los grupos estudiados.  

En los resultados se presentan las neuronas piramidales en general, en un proceso 
degenerativo parecido al que ocurre en ciertas enfermedades degenerativas del sistema 
nervioso, como el Alzheimer, la esquizofrenia y otras. Mediante Microscopía electrónica 
se puede apreciar ese daño con mayor nitidez, específicamente sobre las neuronas 
piramidales del área CA3 del hipocampo, donde se vio que se forma una especie de 
ovillo que parece enrollado sobre sí mismo y donde se aprecia el estado degenerativo 
de este tipo de célula y que son muy parecidos a los que se observan en diferentes 
enfermedades degenerativas del SN, que unido a las otras alteraciones 
histopatológicas, hace pensar que la fracción tóxica utilizada, podría servir para el 
diseño de un modelo experimental que simule alguna de esas enfermedades humanas, 
que a su vez podría brindar la posibilidad de ser utilizado en la búsqueda de 
medicamentos, que contrarresten los perjuicios producidos por la misma.  

Modelos experimentales utilizando la inyección de AK por diferentes vías, han permitido 
observar resultados similares a los descritos aquí, con un efecto directo sobre las 
neuronas piramidales del hipocampo que conlleva también una astrocitosis e involucran 
a la microglia 31, 32. 



Por otro lado el citoplasma de las células piramidales se ve severamente alterado, en 
especial el retículo endoplasmático, el cual presenta sus cisternas muy dilatadas; el 
fenómeno de vacuolización observado en el citoplasma de los animales inyectados con 
F3 EEtBg, parece estar relacionado con un proceso en el cual ocurre una dilatación de 
las cisternas que constituyen el retículo endoplasmático; Ball y col. 33 inyectando AK en 
el área CA2 y CA3 del hipocampo, encuentran una estrecha relación entre receptores 
kainatos y otros receptores abundantes en cerebro, que se acoplan a nivel del retículo 
endoplásmico celular, lo que sustenta la idea de que ese acople y la distribución 
intracelular de los receptores al kainato, está determinado por este orgánulo 
citoplasmático, lo que podría justificar los resultados encontrados a nivel de retículo 
endoplasmático, inyectando F3 EEtBg.  

También las mitocondrias presentan alterada su histología normal, observándose sus 
crestas mitocondriales desorganizadas, las membranas externas e internas, han perdido 
su configuración; además se aprecia de forma cualitativa que este organelo ha 
incrementado entre 4-6 veces su tamaño normal. Se conoce que  la pérdida de fuentes 
de energía afecta muchos sistemas intracelulares, esto es consecuencia de un 
incremento de la permeabilidad de las membranas, que lleva a un trastorno del balance 
hidromineral, por afectación de la bomba de Na+ y por tanto la célula se vuelve 
tumefacta y muere; y en este caso se podría pensar que es debido a que continúa 
actuando en el tiempo, el efecto de la fracción tóxica utilizada. 

Otros investigadores utilizando AK han encontrado alteraciones de enzimas 
mitocondriales que se relacionan con alteraciones ultraestructurales de este orgánulo, 
específicamente en neuronas piramidales del hipocampo 34,35. Se ha planteado que 
ocurre una disfunción mitocondrial en diferentes enfermedades neurodegenerativas 36. 

La mielina no se presenta  en su forma  normal  característica, se observa con los 
anillos separados y sin continuidad, lo que hace pensar que pudiera existir un efecto 
directo de  alguno de los componentes de la fracción tóxica inyectada, sobre el 
metabolismo lipídico, por eso se rompe la membrana plasmática y se acumulan los 
lípidos por fuera del citoplasma o dentro del citoplasma, en el caso de que hubiese sido 
fagocitada; aunque lo más probable parece ser una consecuencia de la severa necrosis 
neuronal, que a su vez también puede afectar las células satélites, como las 
oligodendroglias; en este sentido se ha observado que la activación prolongada de los 
receptores glutamatérgicos de dichas células también provoca su muerte 37.   

En las enfermedades neurodegenerativas, junto a los cuadros patológicos del sistema 
nervioso, se ha visto una activación importante de la glía 38,39. 

CONCLUSIONES  

1- La DL 50 de la F3 EEtBg inyectada por vía ICV en ratas Wistar, demostró el fuerte 
poder neurotóxico que posee la referida fracción. 

2- La F3 EEtBg inyectada por vía ICV en ratas Wistar produjo: 

 Alteraciones conductuales, tales como actividad epileptogénica, ataques 
convulsivos y la llamada conducta del perro mojado, entre otras. 

 Alta afinidad principalmente por las células piramidales del hipocampo. 
 Severos daños a la mitocondria, al retículo endoplasmático y destrucción de la 

capa de mielina. 
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ANEXOS 
 

 
 
Figura 1. Control 3d post- inyección con SF. Neuronas del área CA3 de hipocampo 
normal ().  Se distinguen núcleo, nucleolo y citoplasma de las referidas neuronas. 
Coloración H-E. Bar20 µm 
 
Figura 2- Experimental 3d post-inyección con F3 EEtBg. Área CA3 de hipocampo con 
neuronas moderadamente dañadas () y otras neuronas que van perdiendo sus 
características normales(). Coloración H-E. Bar20 µm 
 

 
 
Figura 3. Estructura fina normal del hipocampo. Se observa una neurona al centro. 
Núcleo (1), envoltura nuclear (2), citoplasma (3) y el tejido circundante (4), normales. 
Observe la  continuidad del tejido Bar500 nm 
 
Figura 4. Experimental. Mitocondrias incrementadas de tamaño, con sus crestas 
desorganizadas () y vacuolizaciones citoplasmáticas () severamente dañados por el 
neurotóxico inyectado. Bar500 nm 
 
 
 



 
Figura 5. Experimental. Axones dañados con vacuolización intraxonal (), en 1 se 
observa un ovillo y en 2 una gran vacuolización. Mielina alterada (). Bar500 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 


