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de cerebelos de ratas trata-
das con AZT
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La zidovudina (AZT) sigue siendo de los
antirretrovirales mas utilizados en el tratamiento de la
infeccién producida por el virus de la inmunodeficiencia
humana (HIV) (1). Por estudios necrdpsicos se sabe que
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pacientes HIV+ presentan lesiones neurolégicas en un
90% y algunos autores sugieren la posibilidad de que el
AZT produzca neurotoxicidad (2-3). pero esta asocia-
ci6n, aunque no se ha descartado. tampoco ha sido de-
mostrada. Por estos motivos se planteé el estudio de la
actividad NADPH-DH en cerebelos en un modelo ani-
mal para determinar la accién de este farmaco sobre
dicha enzima. La cuantificacién se realiz6 mediante
andlisis de imagen (4-6).

Se han utilizado 10 ratas Sprague-Dawley divi-
didas en dos grupos: a) Cinco animales a los que se las
administr6 retrovir (zidovudina en capsulas de 250 mg.
Lab. Wellcome), en agua de bebida a una concentra-
cién de 2 mg AZT/ml de agua durante 90 dfas consecu-
tivos. b) Cinco animales formaron el grupo control, no
recibieron AZT.

Las secciones de cerebelo de 20 1L obtenidas con
criostato, se incubaron en medios histoquimicos estandar
para determinar NADPH-DH y en medios histoquimicos
control carentes de substrato (7). La reaccion en el teji-
do se estudié con un analizador de imagen (IMCO 10,
Koatron Byldanalyze) v el programa MIP de Microm
Espafia como software. Las imdgenes fueron captadas
con una camara Hitachi color Kp-C503, acoplada a un
microscopio Nikon visualizadas con objetivo 20X y
digitalizadas (fig. 1). Se realizé una segmentacién en
blanco/negro con una posterior criba (fig. 2). Se cuanti-
ficaron un total de 30 campos por seccién de tejido, ele-
gidos de forma aleatoria, tanto en los animales tratados
con AZT como ei: los controles. Se midid el drea ocu-
pada (en micras cuadradas) por los axones del tercio
inferior de la capa molecular. Los resultados se analiza-

Figura 1: Imagen digitalizada
de seccion cerebelosa proce-
dente de rata que ha ingerido
90 dias AZT en el agua de be-
bida. Reaccién histoenzi-
matica positiva para NADPH-
DH.
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ron estadisticamente aplicando la comparacién de dos
muestras calculando el valor de la t-student y la posible
significacion estadistica.

Se ha observado una intensa actividad NADPH-
DH en axones en el tercio inferior de la capa molecular,
que se orientan paralelamente a la capa de células de
Purkinje, asi como también en fibras nerviosas y capi-
lares de la capa granular. Actividad NADPH-DH se ob-
servé mds débil en el resto de la capa molecular. En la
observacién directa con microscopia dptica no se ob-
servan claras diferencias entre las muestras. Las sec-
ciones incubadas sin substrato no presentaban reaccién
positiva.

De la cuantificacién del drea aplicando el anali-
zador de imagenes para los grupos estudiados, resultd
una media de 7,27 U2 para el grupo control con un valor
de su desviacién estandar de 1,73. El grupo que ha in-
gerido AZT 90 dias tenfa una media de 2,02 U2 con una
desviacion estandar de 1,75. El valor de la t-student fue
de 11,49 con una p<0,001.

DISCUSION

Diferentes autores (8-10) han validado este mo-
delo experimental demostrando que animales que han
ingerido en su dieta este fArmaco presentaban alteracio-
nes tanto morfolégicas como funcionales a nivel
mitocondrial sugiriendo que pueden existir alteraciones
de los sistemas de transferencia de iones H+ y electro-
nes desde coenzimas reducidos. En este sentido nues-
tros resultados en cerebelos tienen similitudes con los
obtenidos por otros autores en tejido muscular y
miocardio de animales que han ingerido el AZT ya que
demuestran una disminucion en la actividad NADPH-
DH de los animales tratados con AZT respecto al grupo
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Figura 2: Imagen segmentada
mediante andlisis de imagen.

control, por lo que sugerimos que a nivel funcional las
mitocondrias del sistema nervioso central presentan al-
teraciones aunque sean minimas, por lo que seria inte-
resante profundizar en un futuro en este sentido.

Es comtin que algunos fdrmacos induzcan
miopatias asociadas con neuropatias. Por eso sugerimos
que el AZT pueda provocar alteraciones de la actividad
de enzimas relacionadas con el ciclo de Krebs y esta
toxicidad podria tener como diana a las mitocondrias
de diferentes tejidos incluyendo el sistema nervioso cen-
tral ya que ademds el farmaco tiene la propiedad de atra-
vesar la barrera hematoencefélica.

Utilizando una técnica facil y rdpida, como es la
histoenzimologia, y con el soporte para la valoracion,
como es el analisis de imagen, se puede proceder a cuan-
tificar reacciones de dificil objetivacién en poco tiem-
po y de forma pricticamente automatica. :

En la utilizacién de analisis de imagen, estamos
de-acuerdo con otros grupos de trabajo en la importan—i
cia de procesar secciones con un grosor similar, asi como.
que los planos de tallado de las piezas deben ser simila—“
res, y con idénticas condiciones de luminosidad y con-
traste, por lo que estos criterios se han seguido en la;
metodologia de este estudio. |

El andlisis de imagen, resulta una técnica de gran.
ayuda en la cuantificacién del drea por axones con re-
acciones histoenzimadticas realizadas en secciones de te-
jido que presentan una similar coloracién, por lo que
con la vista humana resultan de dificil valoracién, apor-
tando objetivacion de los resultados.
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