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EFECTOS DE LA NEUROTOXINA EPSILON DEL
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Estudio experimental en modelo animal, casos y controles.
Modelo seleccionado: Membrana Corioalantoidea de Gallus sp. (Chick CAM).

Sustancia en estudio: Toxina Epsilon del Clostridium Perfringens

Antecedentes y objetivos

La Chick CAM (Membrana corioalantoidea del pollo) ha sido utilizada por numerosos
investigadores desde antes de los 60°s. Ha servido para aislar varios factores promotores o
inhibidores de la angiogénesis.

Fue utilizada por Folkman en 1971 (descubridor del factor de necrosis tumoral, TAF). En
1983 Senger descubrié un producto tumoral que aumentaba el VVPF (factor de permeabilidad
vascular) 50.000 veces méas que la histamina, al cual llamé Factor de crecimiento vascular
endotelial. Ferrara y Henzel en 1989, Gospodarowicz 1989, Conolly 1989, Levy, Leung,
Conn entre un sinfin de nvestigadores.

El patron corporal de la mayoria de los animales se define muy pronto en el desarrollo
(morfogénesis)

Luego, las células de cada territorio iran especificando su destino hasta diferenciarse en un
tipo celular particular en un lugar determinado.
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Un tipo de comunicacion celular en la que el endotelio vascular cerebral juega un papel
fundamental es el responsable de estos procesos de migracion y diferenciacion (histogénesis).
El estudio de la biologia del desarrollo permite establecer que existe una anatomia causal y

funcional.

Con la comprension de la morfogénesis se obtiene una mejor interpretacion de la
relacion forma-funcion y esta es quizas la mejor manera de elucidar la patogénesis de algunas

enfermedades.

Sabemos que estamos expuestos a patdgenos ambientales conocidos y a otros cuyos

efectos alin se encuentran en estudio.
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Las Clostridium Perfringens son bacterias gram positivas que producen al menos 15 clases de
toxinas.

Esta bacteria es normal en el tracto Gl en pequefias cantidades, cuando se alteran las
condiciones normales del intestino puede producir enteritis y lesionar la mucosa intestinal
favoreciendo que la toxina alcance el torrente sanguineo produciendo una toxemia pura que
lesiona 6rganos blanco.

Administracion 1V o absorcion intestinal:

Las células endoteliales consituyen uno de los dérganos blanco, en particular el endotelio
vascular cerebral. El dafio en éste endotelio afecta la permeabilidad vascular produciendo un
flujo idnico anormal y extravasacion del liquido en el pie del astrocito, lo cual a su vez induce
una respuesta inflamatoria.

Todos estos fendmenos constituyen una severa disrupcion de la Barrera hematoencefélica,
que se traduce en edema vasogénico Yy citotdxico que dependiendo de la dosis puede ser fatal.

Administracion tdpica dosis menores:

23

»



Memorias Congreso Mundial de Investigacion en Salud

Un dafio en el endotelio vascular cerebral podria explicar un transtorno en la neurogénesis.
No como un evento isquémico/hipdxico sino mediante la alteracion en la funcion de secretar
sustancias que inducen complejos mecanismos de diferenciacion de células neuroepiteliales, lo
que conllevaria a un fallo en la migracién y formacion de conexiones interneuronales
cruciales para un desarrollo embriologico normal.

Fase Experimental
PROCEDIMIENTO 1

Puesta en incubacion de aprox. 400 huevos fecundados de Gallus sp.
Aplicacion topica de 100 pL de Toxina épsilon del Clostridium Perfringens, aplicacion topica
de PBS en embriones control a las 48 horas del inicio de la incubacion.

Seleccidn de 120 embriones casos y controles en el estadio 14 — 17 HH.

Extraccion del embrion, estudio anatomopatoldgico macroscopico.

Estudio anatomopatol6gico microscopico mediante fijacion en formol, inclusion en parafina y
realizacion de cortes y tinciones.

PROCEDIMIENTO 2

Aplicacion de 0,1 y 0,5 pL de toxina épsilon via IV en embriones de Gallus sp.estadio 35 HH.
Control mediante inyeccion de 0,1 y 0,5 mL de PBS.

|

PRINCIPALES EFECTOS EN LA MORFOGENESIS

En embriones tempranos, anteriores al estadio 13 HH. Gran alteracion de la vasculatura
extraembrionaria, area vasculosa casi inexistente, muerte del embrién?
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Anomalias en el desarrollo caudal, falla en el clivaje telencefélico, defectos de linea media y
de diferenciacion de la sustancia blanca. Anomalia celular en la capa germinal que da origen
al cortex. Alteraciones en el ojo, falla de diferenciacion en las capas de la retina.

Embriones 14 HH

Anomalia en el desarrollo del polo cefélico. Alteracion en la estratificacion de la capa
germinal, células apoptéticas en la sustancia blanca. Presencia de células vacuolares en
diencéfalo y cerebelo.

En embriones 17 HH:
Anomalia en la distribucién y espesor de la capa germinal, falla en la formacion y
distribucion de las capas de la retina.
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En embriones 24 HH

Escasa celularidad en la capa germinal, mayor densidad celular periventricular, con presencia
de numerosas células vacuolares. Alteracién el tractos de la sustancia blanca.

Alteraciones muy evidentes en el ojo: Globo ocular ocupado por un tejido de contornos
irregulares, limitado por una capa larga e irregular de células pigmentadas que corresponden a
la retina, no se pueden identificar las capas descritas por Cajal, pleomorfismo y anarquia en la
distribucion celular.
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En ésta imagen que muestra la capa germinal (CG), el epéndimo (E) y la sustancia gris con su
contenido celular, se puede observar la congestion (trombosis?) vascular que se acomparia por
esos espacios perivasculares que posiblemente indican edema perivascular del espacio

extracelular.

PLEXOS COROIDEOS
En los plexos coroideos ricamente vascularizados, también encontramos apilamiento de los

eritrocitos y algo de edema perivascular; también Ilama la atencion la presencia de algunos
eritrocitos en el interior del sistema ventricular (flecha).

FOSA POSTERIOR

Esta foto permite observar las hemorragias (flecha) y el edema subcutaneo predominante en la
zona del romboencéfalo. Arriba, a la izquierda se observa una porcion del cerebelo.
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HIGADO Y RINON
También en el higado y rifion se observaron grandes acumulos de globulos rojos,
correspondientes a focos hemorragicos.

Conclusiones

La toxina dafia el endotelio vascular cerebral, produce un aumento en la permeabilidad
vascular que ocasiona extravasacion de plasma (edema vasogénico) y aumento rapido de la
presion intracraneal.

El dafio en el endotelio genera la liberacion de sustancias citotoxicas produciendo edema
citotdxico.

Se produce un denémeno hipdxico/isquémico por estasis sanguineo capilar.

Resulta complejo tratar de explicar en poco tiempo un sinnimero de eventos celulares y
moleculares por lo tanto los invito a consultar la bibliografia asi como mi publicacién, que
consiste en un manual de experimentacion animal que espero que se encuentre disponible en

las facultades del pais proximamente
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