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RESUMEN

El genero Lupinus, es un grupo de leguminosas que tienen como caracteristica la
presencia de alcaloides quinolizidinicos (AQ), substancias que no representan un
grupo quimico homogeneo, contienen nitrégeno en un anillo heterociclico, derivan de
la lisina, via cadaverina, que es la precursora de alcaloides tetraciclicos
quinolizidinicos y que le confieren efectos toxicos y antinutricionales para los
animales que los consumen. Los trastornos mas graves se presentan en neuronas
de diferentes regiones del Sistema Nervioso Central (SNC). El objetivo del presente
estudio fue conocer los principales danos neurotoxicos en el cerebro de ratas por la
administracion, via intracerebroventricular, de extractos cloroformicos de alcaloides
quinolizidinicos de 4 especies diferentes de lupinus. Para esto se obtuvieron
extractos de AQ a partir de semillas de L. montanus L. exalfatus L reflexus y L.
stipulatus, posteriormente se cuantificaron mediante un metodo titulométrico, luego
se realizdé la cuantificacién de los alcaloides integrantes del extracto  por
cromatografia de gas capilar. Para la prueba toxicoldgica se utilizaron 125 ratas
Sprague-Dawley machos adultos jovenes, distribuidos al azar en cinco grupos de
diez animales cada uno. El primer grupo recibio los extractos de L. exaltatus, y el
segundo grupo de L. montanus, el tercer grupo de L. reflexus, el cuarto grupo de L
stipulatus. Todas las fracciones se administraron diluidas en aceite de sésamo a una
concentracion de 28 ng por cada 10 microlitros durante 5 dias consecutivos. El quinto
grupo correspondid al control, que recibié un volumen semejante de aceite de
sésamo. Al sexto dia los animales fueron perfundidos via intracardiaca, se
obtuvieron los cerebros y se procesaron histologicamente para obtener cortes de 10
micras de espesor y tenirlos con Hematoxilina —Eosina o violeta de cresilo o hacerlos
reaccionar con rojo de trifeniltetrazolio. Los resultados evidenciarcn que los animales
tratados con extractos de L. exaltatus mostraron piloereccion, ereccién de la cola,
perdida de equilibrio, anorexia y mutilacion de miembros. Los animales que
recibieron el extracto de L. montanus mostraron disminucion en el consumo de agua
y alimento, piloereccion, perdida del equilibrio, excitacion, taguipnea y caminar
vacilante, signos que fueron observados de la misma manera en los animales
tratados con L. reflexus y L stipulatus no asi los animales controles. Los datos
obtenidos de la observacion microscopica de los cortes de tejido nervioso expuesto
al efecto de los extractos de AQ mostraron neuronas con cambios morfoldgicos como
hinchamiento celular, cariolisis y cariorexis en diferentes areas de corteza, ganglios
basales, talamo, hipotalamo, hipocampo, algunos nucleos del cerebro medio, puente,
cerebelo y médula oblonga. Mientras que los datos observados en los cortes de
cerebro y tefiidos utilizando la técnica con cloruro de trifeniltetrazolio efectivamente
evidenciaron el dano de aigunas zonas de los cortes de encéfalo, los cuales se
midieron en porcentaje por corte, los dafios mas significativos se presentaron en
areas sensoromotoras de la corteza, talamo, ganglios basales, nlcleos hipotalamicos
y cerebelo, los hallazgos mejor visualizados mediante la técnica de Nissl fueron
compactacion citoplasmatica en neuronas y gliosis generalizada del tejido, ademas
de la presencia de un gran numero de células hinchadas y células rojas y células
fantasma, mientras que con la técnica de 2,3,5-trifeniltetrazotio se confimd la
presencia de daio en las areas sensoromotoras de la corteza cerebral, asi como en
algunos centros del hipotalamo y en tallo cerebral.



1. INTRODUCCION

El genero fupinus, pertenece a la familia Fabaceae, posee cerca de quinientas
especies distribuidas en el mundo, de fas cuales el 96% son originarias del
continente americano. De estas, 100 especies se han reportado en México y 15 de
ellas crecen en el estado de Jalisco como: Lupinus exaltatus, L. montanus, L.
estipulatus, L. reflexus, L. rotundiflorus, L. mexicanus, L. leptocarpus y L. madrensis.
son de las especies mas abundantes en el estado. (Mc Vaught.1987; Dunn, 1984)

El genero incluye hierbas anuales, perennes, arbustos e inclusive se reporta una
especie arbdrea que alcanza los ocho metros de altura. Presenta hojas
palmaticompuestas, de cinco a 17 foliclos simples y enteros; aunque se tiene un
ejemplar, en el herbario IBUG (Lupinus villosus Wilid), de Carolina del Sur, el cual
tiene las hojas enteras. Estipulas adnates en la base de los peciolos con dos puntas
libres. Bracteas florales usualmente deciduas en antesis. Bracteolas adnates a la
base del cdliz. Flores en racimos dispuestas en vetticilos, por lo reguiar azules,
moradas o violaceas, raramente blancas ¢ amarillas; con un estandarte, una quilla
rostrada {picudas), formada por dos péeialos, cubiertos parcialmente por las alas, las
anteras alternadamente cortas y versatiles o largas y basifijas. Gineceo con ovario
sésil, multi-ovulados; estilo glabro, estigma barbado. Fruto mas o menos compreso,
linear-oblongo usualmente hirsuto o sedoso-velloso, dehiscente a lo largo de ambas
suturas, Semillas compresas o en la mayoria obovoides.

El género constituye un importante componente de los bosques de pino-encino, 1a

distincion de especies se basa en la combinacién de varios caracteres, entre los que
destacan:

a) Habito y aspecto de la planta

b} Consistencia de la raiz

c) Presencia y tipo de distribucion de pubescencia en tallos, hojas vy frutos.
d) Forma de la hoja, tamafio del peciolo, nimero y aspecto de los foliclos.
e) Tamano de estipulas, parte basal adnate y puntas libres.

f) Formay tamano de las inflorescencias.

g) Aspecto y forma de las bracteas florales.



h) Presencia de bracteolas.
i) Angulo de la quilla.
i) Tipo, tamano y forma de la vaina.

k) Numero y color de la semilla.

L. montanus H.B.K.

Planta que muestra una preferencia por los habitats pertubados de los
bosques de pino a altitudes de 3500 a 4000 metros sobre el nivel del mar (msnm).
Por lo general se les encuentra en claros de bosque en las partes elevadas de las

montanas, en Jalisco se tienen ejemplares de la Sierra de ios Huicholes y en el
Nevado de Colima (McVaugh, 1987).

L. exaltatus Zucc.

Se desarrolla entre 1000 a 2800 msnm. Especialmente en claros de bosques
de pino-encino, junto con pastos en zonas de pastoreo, a orillas de caminos y
campos cultivados en las montanas de la sierra volcanica transversal. En el estado

de Jalisco crecen numerosos ejemplares en las comunidades de la base del nevado
de Colima (McVaugh, 1987).

L. reflexus Rose.

Plantas de montafia y de la cuspide de las cordilleras en bosques de Abies,
Pinus y Alnus, también en suelos volcanicos cerca del limite de la vegetacion
arbdrea, entre los 2700 a 3600 msnm. Especie muy abundante en las laderas, y a

orilla del camino, en el trayecto al refugio La Joya del Nevado de Colima (McVaugh,
1987).

L. stipulatus J.
Especie de los bosques de pinc o encino, encontrandose también en
matorrales. Se localizan de los 1800 hasta 2650 msnm. En el estado de Jalisco

localizados en la sierra de los Huicholes y en el nevado de Colima (McVaugh, 1987).



Los lupinos se caracterizan por el alto contenido de proteina de su semilla
{38-50 %), {Cheeke and Kelly, 1989, Davis, 1982), aceite, fibra y carbohidratos
(Bellido y Garcia, 1991). Se clasifican en dos grupos: “especies dulces”; como L.
albus, L. futeus y L. angustifolius, que se han utilizado en la alimentacion de
diferentes especies animales inciuyendo al hombre (Petterson, 1998, Petterson,
1995) y las “especies amargas”; como son todas las especies silvestres de este
genero, entre las que se encuentran L. montanus, L. exaltatus, L. reflexus y L.
stipulatus (Ramos et al., 1998), las cuales tienen como limitante para consumirse
directamente la presencia de altas cantidades de alcaloides quinolizidinicos, ( de 2.5
a 5.0%) (Kinghorn, 1984). Estas substancias son inodoras (Molyneux y Ralphs, 1992)
y confieren un sabor amargo que lo hace no palatable (Robbins et al., 1996), ademas
de provocar toxicidad aguda, subaguda o subcronica (Ballester et al., 1980) del
sistema nervioso central (Yovo et al., 1984 Robbins et al., 1996). Actuan a nivel
ganglionar (Duke, 1987, Bruneton, 1993). inhibiendo la transmision del influjo
ganglionar simpatico y parasimpatico del sistema nervioso autonomo (Agid et al.,
1988; Garner, 1957). Los sintomas del envenenamiento agudo en animales se
resumen en fallo respiratorio, paralisis pulmonar, inapetencia, caminar vacilante,
sudor repentino, midriasis, movimientos violentos, fallo cardiaco, convulsiones y
coma, lo que conduce a la muerte del animal (Garner, 1957). La intoxicacion

subcronica se presenta con anorexia, ictericia y depresion progresiva (Humphereys,
1990).

Quimicamente los alcaloides quinolizidinicos (AQ), son compuestos
nitrogenados considerados como metabdlitos secundarios (Harborne, 1993)
sintetizados en el follaje en fase de crecimiento y que se transportan a otras partes
de la planta via la savia, como a la semilla y la flor (Cheeke, 1989). Constituyen una
defensa quimica contra sus depredadores; insectos y mamiferos herbivoros
(Schmeller, 1994). Las yemas en crecimiento de arbustos, las hojas jovenes, los
organos reproductores y de dispersion, y en general todas las partes en crecimiento
anual muestran una mayor concentracion de compuestos secundarios que los tejidos

viejos (Rhoades, 1979). En si, se ha propuesto a estos compuestos como sustancias



ecologicamente eficaces frente a los compuestos primarios (Strasburger et al.,1994).
Los compuestos secundarios han sido durante mucho tiempo ignorados, no obstante
su caracter claramente ventajoso para la planta y en muchos casos, en obvio
detrimento de los herbivoros, ha conducido a que actualmente se valore su
incidencia en la produccion agroganadera (Strasburger et al., 1994).

En las plantas existe una enorme diversidad bioguimica de compuestos
secundarios, frutos, tal vez, de su imposibilidad de huida de sus agresores (Cheeke,
1995). Frente a las condiciones adversas las plantas tienden a aumentar sus
defensas, sobre todo de tipo cualitativo (alcaloides, glucosidos cianogeneticos, etc.,),
ya que en estos casos les resulta mucho mas dificil regenerar los tejidos danados por
los herbivoros (Lundberg y Palo., 1993). En estas condiciones esto resulta en una
intoxicacion mas facil del animal siendo de especial incidencia en el ganado
domestico cuando su manejo en pastorec no es el mas adecuado, o cuando se

enfrenta a la escasez de otros recursos vegetales (James y Molyneux, 1992).

Muchos compuestos secundarios son empleados por la planta con distintas
funciones. Intervienen en relaciones de competencia con otras plantas; actuandc
como agentes alelopaticos y contra invasiones de hongos, bacterias y virus
(Harborne, 1993). En relaciones de mutualismo; atraccion de polinizadores y
dispersores de semillas (Mangan, 1988; Min et al., 2002). Como proteccion contra la
radiacion ultravioleta y como moléculas portadoras de informacion relacionada con
posibles funciones defensivas contra sus depredadores (Poulton, 1990; Zaklad et al.,
1998).

Los compuestos secundarios suelen ser agrupados con relacion a las
sustancias quimicas que les constituyen en: compuestos fendlicos (taninos,
fitoestrogenos y cumarinas), terpenos (lactosas, sesquiterpénicas, glucosidos
cardiacos, saponinas), hidrocarburos poliacetilénicos, oxalatos y toxinas
nitrogenadas (glucdsidos cianogenéticos, glucosinolatos, aminodcidos toxicos,
lectinas, inhibidores de las proteasas y alcaloides de tipo quinolizidinico) (Hagerman,
1991).

A la fecha se han reportado mas de 150 alcaloides quinolizidinicos con 10

estructuras quimicas diferentes (Wink, 1993); entre las que se encuentran las



biciclicas (lupinina), triciclicas (angustifolina), tetraciclicas {lupanina, anagirina),

Estos alcaloides se distinguen de otros debido a la presencia de por lo menos
un sistema de anillo quinolizidinico particularmente peligrosos por sus efectos
teratogénicos, toxicos y antinutricionales (Wink, 1993; Keller and Selenski, 1978;
Hatzold et al., 1983). La concentracion y el tipo de alcaloides dependen de la
variedad de lupinus, especie y condiciones ambientales (Butler et al., 13996;
Petterson, 1995). Los efectos toxicos de los AQ no son acumulativos, ya que son
poco digestibles y son rapidamente excretados del cuerpo por el rindn (Petterson et
al., 1994), lo que sugiere que se pueden ingerir grandes cantidades de semillas de
lupinus, siempre y cuando la cantidad de alcaloides no rebase la dosis letal media; la
cual en ratones via intraperitoneal para tupanina y esparteina es de 30 mg/kg (Yovo
et al 1982 y Yovo et al., 1984), mientras que la DL100 para ratones la esparteina es
de 150 mg/kg (Petterson et al., 1987) y 225 mg/kg. para la lupanina, mientras que
para ratas es de 50 mg/kg de peso . Estudios realizados por Couch en 1926 sobre la
toxicidad de estos alcaloides sugiere una dosis minima letal de 22-25 mg/kg., de
peso en cobayos via intraperitoneal, mientras que en ratones es de 50 mg/kg (Butler
et al., 1996).

La biosintesis de estos alcaloides se realiza en las partes mas verdes de ia
planta y su sitio intracelular es el cioroplasto (Wink y Hartmann, 1982). Las semillas
son ricas en AQ y pueden guardar hasta el 8 % de su peso seco como alcaloides,
ademas estos desaparecen de hojas senescentes durante el periodo vegetativo y
son movilizados a otras partes de la planta (Wink, 1993).

Los AQ se sintetizan a partir del aminodcido L-lisina, la cual sufre un proceso
de descarboxilacion debido a la presencia de la descarboxilasa de la lisina, una
enzima presente en el cloroplasto del lupino. Esto da como producto a la cadavering,
un precursor intermediario entre lisina y los AQ. Asi, los dos atomos de nitrégeno del
esqueleto quinolizidinico de los alcaloides son derivados de lisina o cadaverina
(Wink, 1993; Wink y Hartmann, 1982).
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Por otro lado, los alcaloides quinolizidinicos poseen propiedades
farmacoldgicas y medicinales. Acttiian como antipiréticos, antiinflamatorios, depresor
cardiaco e hipotensivo, estimulantes y depresores respiratorios, estimulantes de la
musculatura uterina, diureticos, hipoglicemicos, alucindégenos, anestésicos, relajante

muscular, {Kinghorn y Balandrin, 1984) y oxitocicos, entre otros (Schmitt, 1980;
Cohem, 1981).

Estos alcaloides también pueden influir adversamente sobre el desarrollo del
feto que va desde el retraso del crecimiento, malformaciones, hasta la letalidad
(Looms, 1974): En pollos de engorda se reduce significativamente la ganancia de
peso (Robbins et al.,, 1996). Otros efectos de los alcaloides se ven reflejados en
algunos parametros hematoldgicos y bioquimicos de algunas especies (Rahman et
al., 1996; Robbins et al., 1996), como en polios en los que se presenta un incremento
en la cantidad de suero de sangre periterica y produce un ligero efecto
hemoaglutinante en eritrocitos de conejo y vaca, no asi en eritrocitos de humanos
(Gross,1982). Tambien produce una disminucion de hematocrite de la sangre en
ratas (Buttler et al., 1996), mcdifica la secrecidn de algunas hormonas como la
insulina y las gonadotropinas (Pearse et al.,,1991; Btéche et al.,, 1996), En aves en
tasas que van del 5-10 % de la dieta (Van Der Poel, 1989), bovinos 15-18, % ovinos
y caprinos 20 % { Dixon y Hosking, 1992) y en cerdos en crecimiento de 5 al10 %,
ya que no se recomienda en otras etapas productivas de suinos (Batera, 1989) En
ovejas alimentadas con semillas de lupinus disminuye la calidad de la fibra de la lana
(Masters et al; 1996), en vacas de ordefa, la ingesta de harina de semillas de lupinus
mejora el volumen y los componentes lacteos (Valentine y Barlsch, 1998); por
ingestion de agua amargada por los alcaloides de los lupinus en humanos produce
movimientos involuntarios de miembros superiores (Lugue et al.,1991), produce
destruccion gradual de motoneuronas vy otros trastornos neuroldgicos por el
consumo por largo tiempo  de semillas de lupinus (Agid et al.,1988).

Se han descrito cuadros toxicos en hombres y en animales. La sintomatologia
consiste en manifestaciones cardiovasculares (arritmias, taquicardia), neurolégicas

(debilidad, astenia, vision borrosa y descoordinacion) y sintomas gastrointestinales
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(nauseas y vomitos). Asi mismo se han descrito dos casos en los gue un enema con
liquido obtenido por la coccidn de 5 onzas de lupino produjo los siguientes sintomas
toxicos: malestar general, vision borrosa, mareo, debilidad palpebral, cansancio,
alucinaciones y constriccién laringea y faringea (Marquez et al., 1999; Agid et al,,
1988; Tsiodras et al., 1999 ).

La toxicidad de la planta depende de su contenido en alcaloides, principalimente
de esparteina o lupanina. Estos contienen [-piridoxina, n-metilcistisina y cisticina;
con afinidad por los receptores nicotinicos y alcaloides tipo quinolizina;, con mayor
afinidad por receptores muscarinicos (Pothier, 1998, Jabbar, y et al., 2001).

Ademas estos AQ tienen una funcidn biologica activa al repeler a los
depredadores naturales de los lupinos, sean herbivoros o fitopatogenos, ya que los
AQ son directamente mutagenicos (Tsiodras et al., 1999) y toxicos a un amplia gama
de organismos y constituye una defensa quimica contra los mismos (Wink, 1985).
Asi mismo, existen datos que reiteran la toxicidad de los AQ en diversas especies de
vertebrados como son:

1. En el pato, los AQ provocan una disminucion en la eclosion, en la biomasa y
en la preduccion de huevos, asi como un bajo conteo de eritrocitos vy
contenido hematico en embriones (Wink,1993).

2. El AQ anagirina, posee propiedades teratogénicas para el ganado,
provocando malformaciones en becerros (Bednarczyk et al., 1987).

3. En vacas productoras de leche, alimentadas con lupinus amargos, se reporta
una disminucion en la ingesta alimenticia, perdida de peso, asi como una
menor produccion de leche y menos cantidad de grasa en ella (Panter y
Keeler,1993; Panter y et al., 1999).

De manera paralela a los efectos toxicos, los AQ poseen propiedades
farmacolégicas y medicinales. Actuan como antipiréticos, antiinflamatorios,
antiarritmico cardiaco, estimulantes y depresores respiratorios, hipoglicémicos,
alucinégenos, anestésicos, como relajantes musculares, etc,.

La esparteina se aisla con facilidad de Cytisus scoparius (Fabaceae), y es el
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unico AQ que esta comercialmente disponible y que se ha utilizado ampliamente en
medicina humana por sus propiedades antiarrimicas y oxitécicas; algunas
presentaciones comerciales son: Anxoral™, Arive™, Cardipax™ Desapan™,
Diffucord™, Gelsadon™, Hypolind™ Hypotonin™,  Jatamansin™, Kanovenol™,
Morfi™, Normotin™, Palpilax™, Perivar™, entre otras (Roberts y Wink, 1998). De
cualguier manera, un 10 % de los pacientes son incapaces de metabolizar la
esparteina y esto les ha causado intoxicacion. Por este efecto colateral, el uso de la
esparteina en la medicina moderna se ha restringido (Schmeller y Wink, 1988).

Uno de los sitios en que los AQ provocan sus efectos es a nivel de los ganglios
nerviosos, inhibiendo la transmision del influjo ganglionar simpatico del sistema
nervioso auténomo (Mukissirat y Mitaru, 1995; Yang, et al., 2000). Debido a estas
propiedades gangliop!égicas, dosis altas de lupanina y esparteina reducen el flujo del
seno carotideo, asi como el flujo coronario, la contraccion, la amplitud y la velocidad
cardiaca (Agid, et al., 1988). Estudios recientes han demostrado que la lupanina es
menos téxica que la esparteina, esto debido a que la primera tiene una capacidad de
difusion mayor y puede metabolizarse mas rapidamente que la esparteina.

Tanto los efectos toxicos como farmacologicos de los AQ, pueden explicarse por
cuatro diferentes vias de accidn a nivel molecular en el sistema nervioso:

1. Actividad de receptores muscarinicos para acetilcolina (Schmeller et al.,

1994).
2. Actividad de receptores nicotinicos para acetilcolina (Schmeller et al., 1994).
3. Inactivacidn de canales de Na' (Koper et a., 1998).

4. Inactivacion de canales de K™ (Koper et al., 1998).

Con base a esto, se conoce que los AQ acttan como agonistas en los receptores
colinérgicos (Ach) (Kinghorn y Balandrin, 1984; Anne-Lise Sagen et al., 2002). Sin
embargo, estos son afines de manera especifica a receptores nicotinicos vy
muscarinicos. Los AQ afines a receptores nicotinico son menos activos en los
muscarinicos y viceversa {Schmeller et al., 1994).

Diversas evidencias experimentales han demostrado que algunos AQ inhiben

el transportador de serotonina observandose un aumento en la neurotransmision
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serotoninergica y por mecanismos aun no bien conocidos también se observa un
aumenté en la neurotransmision dopaminergica que produceun aumento en la
liberacion de acetilcolina. esto puede inducir a una sobre-activacion de los receptores
a acetilcolina tanto de tipo muscarinico y nicotinico.

La activacion de los receptores m1, m3 y mb de tipo muscarinico conlleva a la
activacion de la fosfo-especifico-fosfoinositol fosfolipasa C (PI-PLC) que contribuye a
la formacion de inositol-1,4, 5-trifosfato (1P3) sequndo mensajero que promueve la
liberacién de Ca™ de almacenes intracelulares, y de diacilglicerol (DAG) que junto
con altas concentraciones de Ca™ promueve la activacion de la proteina cinasa C
(PKC); la activacion de los receptores m2 y m4 promueven la inhibicion de la
adenilciclasa (CAMP) (Kassessinoff, et al., 1998).

Una elevacion de Ca™ intracelular por la activacion de los receptores a
glutamato (Glu), promueve la lipo-peroxidacion (LP) de la membrana citoplasmatica,
del reticulo endoplasmico (RE) y de la membrana mitocondria. Esta LP se induce por
la produccidén de oxido nitrico (NO) y el radical superéxido (Oz), los cuales forman
peroxido de nitrito y éste a su vez origina ia LP (Sterin-Borda, et al., 2003).

La LP induce dano en la bomba Na"/ K" ATPasa, transportadores de gliucosa
y transportadores de Glu, lo cual produce una despolarizacion de la membrana y una
excesiva activacion de los receptores a Glu, lo cual produce a una excitotoxicidad
celular (Aramakis, et al., 1999). También perturba la homeostasis ionica en el RE y
mitocondria, comprometiendo su importante funcion en el secuestro de Ca™
(Aramakis, et al.,, 1999). Con Ia base de todos estos argumentos anteriores se
puede observar la estrecha relacion que existe entre la homeostasis del Ca™ vy la
sobrevivencia celular (Slutsky et al., 2003).

Un incrementc en la liberacién de Ca' de la mitocondria por agentes
oxidantes estimula enzimas dependientes de Ca™ como proteasas, nucleasas vy
fosfolipasas, las cuales subsecuentemente llevan a las células a apoptosis (AP)
(Slutsky et al., 2003).

En los procesos apoptdticos se pueden distinguir tres fases: activacion,
propagacion y ejecucion, que en ocasiones, se preceden por un periodo de latencia,
de extensidn variable (Segura, 2003). La fase dé activaciéon suele mediarse por
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senales extracelulares, como la unidn de un neurotransmisor excitatorio a su
receptor. La fase de propagacion, ya intracelular, se media por segundos
mensajeros, como el Ca'', las especies reactivas del oxigeno y factores de
transcripcion. Finalmente, en la etapa de ejecucion, la célula activa procesos de
degradacion en los que participan proteasas y ADNasas. Entre las dos dltimas
etapas se ha situado a la mitocondria como organelo clave en el punto de no retorno.

Donde una serie de datos sugieren que el flujo de Ca'™ a través de la
mitocondria, es el evento central que coordina la fase efectora de la AP (Chakrabort,
1999). El citocromo ¢ es un componente necesario en la activacion del programa

apoptdtico, 1o que sugiere que la mitocondria paricipa en la AP por ta liberacion del
citocromo ¢ al citosol (Martin, 1998).

La modulacion de receptores acetilcolinérgicos (receptores nicotinicos vy
muscarinicos) y la inhibicion de canales de Na' y de K' por AQ, se han propuesto
como 1os mecanismos para explicar la toxicidad en el tejido nervioso (Schmeller et
al., 1994), blogueando la senal de transduccion en celulas nerviosas e interfiriendo

con el metabolismo y actividad de los neurotransmisores en el cerebro (Wink, 1998).

Utilizacién del cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio como marcador histoquimico
del dafio neuronal.

La sal de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio es un reactivo que actua como
indicador histoquimico de la actividad de las enzimas en la cadena respiratoria de la
mitocondria {Cole et al., 1990.; Robert et al., 1993); la actividad de este organelo
puede observarse hasta de forma automatica en las células de cerebro, aunque otros
organelos como el nucleo pueden ser destruidos (Liszczak et al., 1984) esta
sustancia se utiliza por 1os patologos para detectar las areas de infarto en organos
como el corazon (Bederson et al.,,1986; Bendar et al 1994) y cerebro (Dettmers et al.,
1994) ya que su reaccién se compara a la que se obtiene con la técnica de
Hematoxilina-Eosina (Bederson et al., 1986) o la utilizacién del loduro de propidio
para tefir la muerte celular (Ito et al.,1997). Tambien es (til como marcador de tejido

dafiado tempranamente en roedores y gatos (Lee et al., 2003), asi como otros
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animales de laboratoric (Dettmers y col., 1994; Holbom et al., 1993). Para detectar
isquemia (Park et al., 1988; Chan et al., 2003}, para medir el volumen de trauma en
cerebros de animales causado por la perfusion de un fluido (Bascaya et al., 2000; Hu
et al., 2003) o para medir la extension del cambio histoquimico causado por la
oclusion de la arteria cerebral media (Cole et al., 1990; Hatfield et al., 1991, Shen et
al., 2003), Esta sustancia puede utilizarse via perfusién intracardiaca o bien por
inmersién del tejido nervioso (lsamaya et al., 1991)

Con base a lo anteriormente mencionado, nos planteamos conocer los efectos
toxicos de los alcaloides quinolizidinicos administrados por via intracerebronentricular

sobre las diferentes estructuras y nucleos del cerebro.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los Alcaloides Quinolizidinicos son compuestos heterociclicos nitrogenados
que se encuentran en altas concentraciones en los lupinus silvestres, lo que
representa la principal limitante para su uso en la alimentacion. Estas sustancias
confieren un sabor amargo y puede producir toxicidad aguda, subaguda o subcrénica
del SNC. La modulacion de receptores acetilcolinérgicos (receptores nicotinicos vy
muscarinicos) y la inhibicidn de canales de Na* y de K' por AQ, son los mecanismos
gue hasta el momento explican la toxicidad en el tejido nervioso, este efecto produce
el bloqueo de la senal de transduccion en células nerviosas e interfiere con el
metabolismo y actividad de los neurotransmisores en el cerebro y las neuronas.

Los sintomas de envenenamiento en animales puede resumirse en fallo
respiratorio, convulsiones y coma lo que puede conducir a la muerte del animal y
provocar graves trastornos en neuronas de diferentes areas del encéfalo. Sin
embargo, hasta el momento no se han realizado estudios que describan

topograficamente el tipo de lesion y regiones sensibles al efecto de estos alcaloides
en el cerebro de roedores.
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3. HIPOTESIS

Los alcaloides quinolizidinicos de semilias de lupinus producen neurotoxicidad de
severidad variable, entre las distintas regiones del cerebro de ratas, por lo tanto es

posible su descripcion topografica sobre los dafios celulares causados en diferentes
regiones del cerebro.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios patolégicos de neuronas en diferentes areas del cerebro por la
administracién ICV de extractos de alcaloides quinolizidinicos obtenidos de cuatro

especies diferentes de lupinus silvestres del Occidente de México (L.montanus,
L.exaltatus, L.reflexus, L.estipulatus).

OBJETIVOS PARTICULARES

1. ldentificar las alteraciones tisulares en el cerebro de ratas que recibieron
alcaloides extraidos de fupinus, mediante tincién con rojo de trifeniltetrazolio,

para evidenciar la diferente sensibilidad residual entre cada especie de
lupinus.

2. Analizar las principales alteraciones histopatoldgicas en el tejido cerebral de
ratas lesionadas por la administracion ICV de alcaloides, mediante tincion con
con la técnica de Nissl y Hematoxilina-Eosina.

3. ldentificar la diferente vulnerabilidad de las distintas regiones cerebrales frente
a los efectos neurctoxicos de AQ.

4. Establecer la perdida neuronal en el cerebro completo de ratas lesionadas por

los diferentes alcalcides, mediante un estudio semicuantitativo de la muerte
celular.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta e identificacion de lupinus

Se realizaron varias colectas en algunas localidades del estado de Jalisco
(Zapotlan el Grande y Bolanos) con el proposito de obtener semillas de cuatro

especies diferentes de lupinus (L. montanus, L. exaltatus, L. estipulatus y L. reflexus).

5.2 Extraccion y cuantificacion de alcaloides.

La extraccion y cuantificacion de AQ se realizd con el apoyo del personal del
taboratorio de Biotecnologia del departamento de Botanica y Zoologia, alli las
semillas colectadas se deshidrataron a temperatura ambiente y se cuantificé el
contenido total de alcaloides quinolizidinicos (AQ} por titulometria (Muzquiz et al.,
1994) a partir de cuatro muestras independientes (0.5 g) colectadas de cada una de
las harinas de lupinus estudiadas (Bear Von et al., 1979). El andlisis cromatografico
se llevd acabo por inyeccion de 0.2 mi. de extracto alcaloideo en un cromatografo
Perkin Elmer Autosystem con detector de Nitrégeno-Fosforo y columna capilar SPB-1
(30m x 0.26 mmdi; 0.26 nm), las temperaturas del inyector y detector fueron de 240 y
300 °C, respectivamente, y la temperatura del horno programada de 136 a 236°C a
razén 6°C por minuto, esta ultima se mantuvo durante 16 min. El gas portador fue el
Helio vy el flujo 1.1 mi./ min. La presencia de lupanina, lupinina, esparteina, alfa-
isolupanina, 13-OH lupanina, gramina, angustifolina o epilupanina presentes en las
gspecies analizadas se llevo a cabo por comparacidén con los tiempos de retencion
obtenidas con estandares puros de los mismos, diluidos en metanol (Muzquiz et al.,
1993)

5.3. Prueba toxicoldgica

Una vez obtenidos los AQ se procedio a iniciar la prueba toxicolégica para
esta se utilizaron 125 ratas Sprague Dawley machos adultos jovenes con un peso
aproximado de 175 g, mismas que se mantuvieron en jaulas individuales bajo

condiciones de bioterio. Los animales se distribuyeron al azar en cinco grupos de 25
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cada uno y se alimentaron con nutricubos de purina  durante los dias en que

recibieron la aplicacién de los alcaloides via intracerebroventricular (ICV).

5.4. Implantacién de canulas via intracerebroventricular (ICV).

Para esto se rasuro el dorso de la cabeza del animal antes de colocarlos en
un aparato estereotaxico, David-Koppf, se anestesiaron mediante inyeccion
peritoneal con pentobarbital sddico (50 mg/kg. de peso) y una vez anestesiadas se
colocaron las barras auditivas y los incisivos (-3.3 mm) para fijar la cabeza. Con el
animal inmovilizado se hizo un corte en la piel del craneo por la linea media
empezando por detras de la comisura posterior de los ojos y se prolongo hasta el
nivel donde se encuentran la orejas, con un raspador de periostio de bordes romos
se separaron lateralmente; el tejido conectivo subcutaneo y el periostio, partiendo de
la linea media hacia los lados para descubrir la sutura de Bregma (anterior) y
Lambda (posterior), y obtener los registros iniciales de posicion; antero-posterior,
mediotateral y dorso-ventral, a partir de estos se defini¢ la ubicacion del sitio donde
se fijo la canula; -1.4 mediolateral, 8.2 anterior a Lambda y -4.0 dorsoventral. Estas
coordenadas corresponden a la ubicacion del espacio correspondiente al ventriculo
lateral derecho.

Una vez definida la posicion de la canula se hizo un orificio a baja velocidad
con un taladro, inundando constantemente la zona de penetracidon con solucion
salina isoténica a punto de congelacion (para evitar necrosis secundaria resultante
del calor que se genera al taladrar el craneo), se practico un orificio que permitiera la
fijacion de una canula con las siguientes dimensiones, 0.36 mm. de diametro externo,
0.5 mm de longitud y ajustada mediante un anillo para introducirse hasta una
profundidad de 4.0 mm. En posicion contralateral a la canula se fijé un tornillo de 1
mm. de diametro y 3 mm de largo, anclado en el espesor del craneo, sin atravesarlo,
para lograr una cementacion adecuada de la canula con el cemento dental.

Se limpid completamente la zona de implantacion para eliminar restos de
tejidos y se secd con papel absorbente, después se agregd cemento dental
directamente sobre el hueso, cubriendo totalmente el tornillo de anclaje y parte de la
canula, enseguida se aplicd aire caliente a una distancia no menor de 30 ¢m para

evitar quemaduras y una vez fraguado el cemento se cubrié totalmente con piel
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utitizando puntos en "U" con seda trenzada de cuatro ceros.

Enseguida se separo la rata del aparato estereotaxico y se regresd a sus
condiciones habituales de mantenimiento.

5.5. Perfusion intracardiaca.

[nmediatamente después del periodo de tratamiento, el cual consistio en la
aplicacién ICV de los extractos de alcaloides quinolizidinicos a dosis de 28 ng. en 10
microlitros en dos aplicaciones de forma lenta durante cinco dias, via
intracerebroventricular, los animales fueron anestesiados por inhalacion de
cloroformo, con el propdsitc de realizar una perfusion intracardiaca y fijar el encéfalo.
Para esto se practicé toracotomia en cada uno de los animales para acceder al
corazon,

Luego se introdujo una aguja biselada calibre 22 en el ventriculo izquierdo y
simultdneamente se cortd la auricula derecha; posteriormente se hizo pasar una
solucion lavadora de suero fisioldgico durante 4 min, hasta ver fluir este liquido sin
restos de sangre por la auricula derecha, inmediatamente después se procedid a
perfundir la solucion fijadora de Bouin (que contiene 15 partes de acido picrico en
solucion saturada, cinco partes de formol y una parte de acido acético cencentrado)
por un periodo de tiempo de 5 a 7 min. Al final de la perfusiéon se practico
craneotomia y se exirajo el encéfalo completo, el cual se posfijd por inmersidn
durante 24 h. en la misma solucién fijadora, después, el cerebro fue procesado,
hasta su inclusién en parafina, se realizaron cortes coronales seriados de 10 micras
de espesor en un microtomo rotatorio. Los cortes se tineron con el método de NISSL
(violeta de Cresilo) hematoxilina-eosina, fueron montadas en portaojetos con

Entellan (Merck) para su posterior observacion y analisis microscopico,

5.6. Reaccion con cloruro de 2,3,5- trifeniltetrazolio (Goldiust et al., 1996)

Para la técnica de marcaje con rojo de Trifeniltetrazolio se utilizaron 5 ratas
de cada grupo, las cuales fueron anestesiadas con una dosis intraperitoneal de 0.2
ml de pentobarbital al 6.3 %, posteriormente con el animal anestesiado, se procedid

a realizar una perfusion intracardiaca con una solucion de PBS a 0.1 mol durante 5
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min, posteriormente se les practicé una craneotomia, obtenido el cerebro completo
se colocod sobre una lamina de parafina en congelacion a temperatura de -2 a 0°C
durante 10-15 min. Luego se realizaron cortes coronales de 200-300pum. de espesor,
los tejidos fueron inmersos en una solucion al 2 % de cloruro de trifeniltetrasolio en
PBS 0.1 molar (pH ajustado a 7.4) durante 10 minutos a 37° C en bafio Maria y
completa oscuridad en un vaso de precipitado. Durante el bano los tejidos se
mantuvieron con movimientos orbitales suaves para asegurar la inmersién simétrica
de toda su supertficie. Posteriormente, el exceso de cloruro de trifenitetrasolio fue
drenado y los tejidos se mantuvieron en una solucion de formalina a una temperatura
de 4° C (Goldiust et al., 1996). 24 horas después los cortes de encéfalo se separaron
y el tejido meningeal suelto se removio. Posteriormente los tejidos fueron colocados
en orden a los grupos en una superficie plastica transparente y cubiertos con un
fondo de plastico blanco (las secciones de la parte rostral del cerebro fueron
colocados con la parte caudal hacia abajo, el resto fue colocado con la superficie
rostral hacia abajo, este procedimiento asegura que el area de cada corte solo sea
contada una vez). De esta manera {os tejidos fueron colocados en la superficie de un
escaner de cama plana a color (marca Microtek modelo 600) y se procedié a
escanearlos.

El escaner fue controlado por una computadora PC-compatible con ambientes
Windows y procesador Pentium, el programa utilizado fue Primax Power TWAIN,
version 5.0. El escaner fue ajustado para obtener las imagenes en tamano y
composicion real, ademas de trabajar a 24 bits y a una resolucion de 400 pixeles por
imagen, los ajustes fueron los siguientes, brillo 7, contraste 7, y color 7. Las
imagenes obtenidas se guardaron en archivos no comprimidos en discos magnéticos
para la posterior determinacion de tejido dafiado mediante un sistema automatizado
para analisis de imagenes.

Los tejidos presentaron dos colores, blanco (o blanguecino);el cual indica una
inhibicidn significativa en las enzimas funcionales de |la mitocondria y por otro lado un
rojo oscuro; que revela una correcta actividad mitocondrial (Goldlust et al., 1996). De
esta manera el area de las imagenes en color (blanco-rojo) y el area total fueron

marcadas en el analizador de imagenes (Leica modelo Q550) de manera
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semiautomatica (las zonas mielinicas se excluyeron manualmente), obteniendo, por
diferencia, el volumen de area de las regiones anatémicas dahadas en pm.

cuadradas para mayor accesibilidad de los datos.

5.7. Método Nissl (Estrada et al., 1982).

Cinco cerebros de cada grupo se deshidrataron en series crecientes de
alcohol 70, 80, 90, 96 y 100 % durante 24 h cada uno. Posteriormente, se incluyeron
en liguidos intermediarios (benzoato de metilo y alcohol bencilico). Se llevd acabo la
inmersion en parafina (I y i) 24 h cada uno a una temperatura de punto fusion 54-
56°C. Con los bloques se hicieron cortes coronales de 10 um de espesor en un
micrétomo (REICHERT™) y se montaron en portaobjetos preparados con albimina
de huevo. Para su tincidon se desparafinaron con 2 pases de 15 min en xileno y se
deshidrataron en series decrecientes de alcohol; 100, 96, 90, 80, 70, 40 % cada una
con duracion de 5 min. De esta manera, la tincion fue de 25 seg. En una solucién de
0.5% de acetato de violeta de cresilo (colorante Nissl, sigma™ 5042).los tejidos
fueron deshidratados mediante dos pases de alcohol; 96 y 100 %(5 min cada uno)
montados en resina Entellan (Merck™ 1079710100). Lo anterior permitié evidenciar
la topografia del dano en el SNC.

Mediante esta tecnica, 10s tgjidos cerebrales tenidos se cuantificaron utilizando
un equipo para analisis de imagenes l.eica™ Q550, las medidas de superficie celular
(superficie total de la célula en micras) y superficie nuclear (superficie dei ntcleo

celular en micras) para los nucleos observados

5.8. Método de Hematoxilina Eosina (Estrada et al ., 1982).

Cinco cerebros de cada grupo se deshidrataron en series crecientes de
alcohol 70, 80, 90, 96 y 100 % durante 24 h cada unc. Posteriormente , se incluyeron
en liquidos intermediarios (benzoato de metilo y alcoho! bencilico). Se dejaron en
inmersion en parafina liquida (I y i) durante 24 h cada una a una temperatura de
punto fusion 54-56°C, despues los tejidos se bloquearon y se hicieron cortes

coronales de 10 pym.de espesor en un micrétomo (REICHERT™). Se montaron en
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portaobjetos y previo a su tincion, se desparafinaron con 3 pases de 5 minutos en
xileno y se hidrataron en series decrecientes de alcohol; 100, 96, 90, 80, y 70 % cada
una con duracion de 5 min. Se tineron con hematoxilina y eosina amarillenta al 1%,
luego se deshidrataron con series crecientes de alcohol, se aclararon en dos pases
de xileno y se montaron en resina Entellan {(Merck™ 1079710100).

Mediante esta técnica, los tejidos cerebrales tenidos se cuantificaron utilizando
un equipo para analisis de imagenes Leica ™ Q550, las medidas de superficie
celular (superficie total de la célula en micras) y superficie nuclear (superficie del
nucleo celular en micras)



25

6. RESULTADOS

6.1 Deteccidn y cuantificaciéon de alcaloides.

Los resultados de la extraccion de alcaloides quinolizidinicos, muestran ta
presencia, principalmente de fupanina, 3-OH lupanina vy esparteina en diferentes

concentraciones en las cuatro especies de lupinus

6.2 Cromatografia de Gas Capilar.

En este trabajo la concentracidn de los alcaloides quinolizidinicos se manifestd en
los cuatro estandares de AQ, no obstante la concentracion fue muy variable, siendo
para L. montanus la esparteina como alcaloide mayoritario (35.4 mg/gr), seguido por
la lupanina (17.7 mg/gr), 1a 3-OH-lupanina (3.8 mg/gr). la 13-OH-lupanina (3.2 mg/gr)
en L. exaltatus el alcaloide que se encuentra en mayor cantidad fue la lupanina con
(5.832 mg/gr ), la 3-OH-lupanina (1.526 mg/gr ) y la espateina (0.284 mg/gr), para L.
reflexus el alcaloide en mayor cantidad es la espaiteina con (26.634 mg/gr), luego al
lupanina (2.13 mg/gr), despues la 3-OH-lupanina (0.159 mg/gr), y luego la 13-OH-
lupanina (0.790 mg/gr), por ultimo el L. stipufatus presentd como alcaloide
mayoritario  4-OH-Lupanina (17.84 mg/gr), 13-OH-Lupanina (14.51 mg/gr),
Angustifolina (5.67 mg/gr), Lupanina (3.39 mg/gr),Esparteina (0.0tmg/gr),



Cuadro 1. Contenido de alcaloides principales del

extracto de L. montanus.

Alcaloide mg/gr. = DE
Esparteina 354 + 013
Lupanina 17.7 £ 0.096
3-OH-Lupanina 3.8 £ 047
13-OH-Lupanina 3.2 + 043

Cuadro 2. Contenido de alcaloides principales del

extracto de L. exaltatus.

Alcaloide mg/gr. + DE

Lupanina 5832 £ 0.46
3-OH-Lupanina 1526 = 0.19

Esparteina 0.284 =+ 0.004

Cuadro 3. Contenido de alcaloides principales de!

extracto de L. reflexus.

Alcaloide mg/gr. + DE

Esparteina 26.634 + 1.136

Lupanina 2.13 £ 0.03
3-OH-Lupanina 0.159 + 0.051
13-OH-Lupanina 0.790 £ 0.018

26
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Cuadro 4. Contenido de alcalcides principales del

extracto de L. stipulatus.

Alcaloide mg/gr. £ DE
4-OH- L.upanina 17.84 + 045
13-OH-Lupanina 1451 £ 0.79

Angustifolina 567 + 0.34

Lupanina 3.39+ 0.13

Esparteina 0.018 + 0.88

En las Figuras 1, 2, 3 y 4 se muestra los cromatogramas correspondientes a los
extractos de L. montanus, L. exaltatus, L. reflexus y L. stipulatus respectivamente.
Asi como la resolucion y presencia de los alcaloides detectados y el estandar interno
utilizado (cafeina). El tiempo de corrida fue de 35.2 minutos en promedio para los

cuatro ensayos.
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6.3 Signos clinicos observados postaplicacién de los alcaloides.

Los resultados obtenidos en la prueba toxicologica evidenciaron que los
animales tratados con extractos de L. exaltatus inmediatamente después de la
primera administracion mostraron signos de excitacion, piloereccion, ereccion de la
cola, moderada perdida del equilibrio, anorexia. Después del tratamiento total con los
AQ (cinco dias) los animales presentaron, mutilaciéon de miembros y caguexia.

Los animales que recibieron el extracto de L. montanus al primer dia de
tratamiento mostraron disminucion en el consumo de agua y alimento, piloereccion,
perdida del equilibrio, excitacion, taquipnea y caminar vacilante. Al termino del
tratamiento presentaron aletargamiento en una sola postura y caguexia, en cambio,
los animales tratados con L . reflexus y L stipulatus presentaron los mismos signos,
solo que con menor duracion y diferente intensidad, mientras que 1os animales del

grupo control no presentaron signo aiguno
6.4 Reaccion con el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium

La ubicacion de las regiones dafadas por los alcaloides quinolizidinicos (AQ) se
realizé segun las coordenadas senaladas por Paxinos y Watson (1982). Las zonas
en donde se detectd la disminucion significativa en la sintesis de enzimas funcionales
de la mitocondria (Goldlust et al.,1996) fue calculado segun la superficie total de cada
corte y con base a la ausencia de color rojo de las diversas areas. Las zonas
carentes de reaccion correspondientes a tractos fueron omitidas de la prueba con

base a concatenacion de las areas intactas de los cortes control.

En los cuadro 5, 6, 7 y 8 se muestran las areas afectadas correspondientes a
cortes de cerebros expuestos a los diferentes extractos de alcaloides, L. montanus,
las areas mas afectadas fueron FrPaM, FrPaSsS, PO, Cpu y Acg respectivamente, en
tanto que para L. exaltalus, las areas mas afectadas correspondieron a FrPaM,
FrPaS$s, cg, ec y Cpu, mientras que para L. reflexus, las areas mas afectadas
fueron FrPam, FrPa, SS,PO, cg, ecy Cpu, por ultimo las areas mas susceptibles a L.
stipulatus fueron FrPaM, FrPaSS, ec, Cg, Acg, PCg, Cpu, respectivamente. Asi

como los valores porcentuales correspondientes a las zonas que mostraron dano,
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calculado a partir de la diferencia de superficie por cada color, con respecto a la

superficie total del corte.
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Cuadro 5. Muestra las areas cerebrales en la que no se encontro actividad
mitocondrial evidenciada mediante marcaje con Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio en

cortes coronales de cerebros de animales control.

Area sin

No. |[Coordenad Ntcleos Area actividad % dafic
Imagen (u?) Mitocondrial °

3
Interaurald 4.8
A7
1 Bregma 10, VN, ACE 324 .8 15.65

5.7

Interaurall 2.3
3.2
Bregma
4.2

Interaural 1.7
12.7 Fr. RF, PO 97482 | 1672
Bregma
3.7

Interaural1 2.2
4 P2 Fr. PO 1018.74|  22.77
Bregma

(3.2

Interaural 2.1
11.7
5 Bregma FrPaM, FrPaSs, PO 1222.53 26.74

2.7

interaural 1.9
11.2

Bregma FrPaM, FrPaSs, PO 1242 87 23.73
0.2

interaural 2.3
10.7
7 Bregma FrPaM, FrPaSS, PO, Cpu|1275.31 29.68

1.7

Interaural 53
10.2 FrPaM, FrPaSsS, PO,

8 Bregma  {Cpu, Agran,Cl 1156.32 26.61

1.2

Interaural 57
9.7 FrPaM, FrPaSS$, Acg,Cl,

0 Bregma [Cpu 1064.04 29.01

0.7

Fr. RF 512.56 11.96
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Interaural 2.9

9.2 FrPaM, FrPaSS, Acg, Cl,
10 Bregma CPU 1084.20 31.96

0.2

gntYerauraI FrPaM, FrPaSS, Acg, 2.5
11 Bregma - (E)Eu Cl, 1048.65 26.77

0.3

g“tge’a“’a' FrPaM, FrPaSs, Acg, 2.7
12 ) PCg, 874.82 23.81

Bregma — ec, cg, Cl, En

0.8  €g,

interaural 2.3

7.2 FrPaM, FrPaSS, Acg,
13 Bregma— [PCg, ec, cg, Ig 805.05 19.23

1.8

|6nt29raural FrPaM, FrPaSs, Acg, 2.2
14 B're ma — PCg, cg, 1219.10 27.91

g alv, La, PO, CA1

2 8

15nt2eraura| FrPaM, PCg, ec, cg, 2.6
15 ' CA1,CA2, 1040.98 27.92

Bregma — CA3

3.8

|4nt2eraural FrPaM, PCg, cg, BL, 2.9
16 B-re ma — DLG, CAT1, 1045.80 30.63

9 CA2. CA4

4.8

Interaural — 2.8

0.8
17 Bregma — C1,C2,Cx, 5 1115.45 31.27

0.8

interaural — 2.9

1.3 PrF, 8, 5, Sim, C1, C2,
18 Bregma— |PFI 1376.48 4112

10.3

Interaural - 3.3

2.3
19 Bregma — 6, C1, C2, PrF, Int, LatC [1143.11 37.80

11.3

interaural — 2.8

3.3
20 Bregma — lcp, sp5, PM, C2, Cop 1088.67 30.95

12.3
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Cuadro 6. Muestra las areas cerebrales en la que no se encontro actividad
mitocondrial evidenciada mediante marcaje con Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio en
cortes coronales de cerebros de animales tratados con alcaloides de L. montanus.

Area ~
No. ; actividad |, .
Imagen Coordenadas Nucleos Area (p?) Mitocondrial % dano
#?)
interaural 13.7 | Fr,RF, AOB,
1 Bregma 4.7 lo. VN, AOE 986.68 134.33 13.6
2 Interaural 13.2 1 ¢ pe 1227.99 110.79 9.02
Bregma 4.2
3 neraural 1271 g, R, PO 1389.97 138.33 9.9
regma 3.7
4 Interaural 122 | g, o 1434.33 117.72 8.2
Bregma 3.2
Interaural 11.7 FraM,
5 . FrPaSs, Cl, 1642.07 152.57 9.2
Bregma 2.7
PO
Interaural 11.2 Frbai,
6 ) FrPaSs,Ct, 1789.24 136.16 7.6
Bregma 2.2 :
fmi, PO
FrPaM,
7 '”Btfgaz:g‘ 1107'7 FrPaSS,Acg, | 1616.76 125.69 7.7
g ’ ec, PO, Cpu
FrPaM,
FrPaSS, PO,
8 Merawral 192 | o, 1763.44 199 11.2
9 ' Agran,Cl,
cl,cqg,
FrPaM,
9 Interaural 9.7 FrPaSs, Acg, 1276 137 40 50.7
Bregma 0.7 |cqg, ec, Cl,
Cpu
FrPaM,
Interaural 9.2 | FrPaSS, Acg,
10 Bregma 0.2 |Gl Cpu cg. 1701.53 120.44 7.0
ec,lq,
FrPaM,
FrPaSsS, Acg,
11 uerawral 8.7 | Cpu, CI, En 1507.62 18178 | 12.0
9 ' Acg cqg,
ec,lg,En
FrPaM,
12 'é“era“'a' 77| FrPaSS, Acg, | 1519.14 148.95 9.8
regma —1.3
PCg, ec, cg,
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Cl, En

13

Interaural 7.2
Bregma -1.8

FrPaM,
FrPaSs, Acg,
PCg, ec, cg,
lg, Cpu

1712.65

168.46

3.8

14

Interaural 6.2
Bregma -2.8

FrPaM,
FriPaSS, Acg,
PCq, ec,
cg.,alv, La,
PO,

CA1,Cpu

1953.48

147.26

7.5

15

interaural 5.2
Bregma -3.8

FrPaM,
FrPaSs , Acg,
PaM, alv,
LaPCg, ecfi,
Cg,

CA1,CAZ,
CA3 Cpu

1964.12

164.55

8.3

16

Interaural 3.7
Bregma 5.3

Str18, Alv,eg,
TeAud,
FrPaM, PCqg,
cg, BL, DLG,
CA1,CA2,
CA4

1649.13

161.33

9.7

17

interaural 2.7
Bregma —6.3

RSpl, Str18,
Str17, TeAud ,
EntC1, C2,
Cx, 5

1335.72

172.09

12.8

18

Interaural -0.3
Bregma -9.3

Cb, Ent, PFi,
PrF, 6, 5, Sim,
Ci, C2, PFI

1017.63

149.18

14.6

19

Interaural -0.8
Bregma -9.8

6, C1, C2,
PrF, int, LatC,
mcep,

1321.94

104.63

7.9

20

Interaural -1.8
Bregma -10.8

PrF, Icp,
sp5,PFl,
PM,C1, C2,
Cop

1176.29

117.71

10.0
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Cuadro 7. Muestra las areas cerebrales en la que no se encontro actividad

mitocondrial evidenciada mediante marcaje con Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio en

cortes coronales de cerebros de animales tratados con alcaloides de L. exaltatus

] Area sin
No. Coordenadas Nucleos Area actividad o
Imagen (12) mitocondrial | dafo
(1)
interaural 13.7 Fr,BF, AOB,lo, VN,
1 Bregma 4.7 AOE 441.88 24,83 5.6
p |Interaural 132 | e 526.51 46.57 88
Bregma 4.2
Interaural 12.7
3 Bregma 3.7 Fr, RF,PO 2152.45 116.04 53
4 |Interaural12.2 1 o 54 3113.31 131.28 42
Bregma 3.2
Interaural 1.7 FrPaM, FrPaSs,
5 Bregma 2.7 CLPO 2832.41 112.92 3.9
Interaural 11.2 FrPaM, FrPaSSs, Ci,
$) Bregma 2.2 fmi. PO 3021.36 136.77 45
Interaural 10.7 FrPaM, FrPasSs,
7 Bregma 1.7 ACg, Cpu. ec. PO 3304.36 116.14 3.5
interaural 10.2 FreaM, Freass,
8 B ' Agran, Cpu,Cl, ¢, 3158.15 116.11 3.6
regma 1.2 cq
Interaural 9.7 FrPaM, FrPasSs,
9 ' Acg, cg, ec, Cpu,Cl, | 3360.68 112.03 3.3
Bregma 0.7 ol
Interaural 9.2 FrPaM, FriraSs, ec,
10 Bregma 0.2 cq, Acg, I, Cpu.Cl 3188.34 131.76 4.1
Interaural 8.7 FrPaM, FrPaSs, ec,
11 | cg, Acg, Ig, CPu, 2537.35 110.73 4.3
Bregma -0.3
Cl, En
interaural 7.7 FrPaM, FrPaSs, ec,
12 8 . cg, Acg, lg, PCg, 2637.25 97.98 3.7
regma —-1.3
Cl, En
FrPaM, FrPaSs,
Interaural 7.2 Cpu, ec, cg, Acqg,
13 Bregma -1.8 PCg, alv,La, 1919.11 95.02 4.9
PO,lg
FrPaM, FrPaSs, ec,
Interaural 6.2 ¢g,PCqg, Cpu,Acg,
14 Bregma -2.8 alv.. 3222.27 94 11 2.9
La, PO, CA1
15 Interaural 5.2 FrPaSS$, ec,fi, cg, 2940.75 123.26 4.1
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Bregma -3.8 PCg, lg, FrPaM,
CA1, CAZ,
CA3
Str 18, Alv, eg,
interaural 3.7 TeAud, CA1, CA2,
16 | Bregma --5.3 CA4 FrPaM, 2854.86 99.57 3.4
PCq, ¢g,BL,DLG
interaural 2.7 RSp!, Str18, Str17,
17 Breama —6 3 TeAud, Ent, CAT, 2894.90 105.08 3.6
9 ' CA2,Cx.5
Interaural -0.3 Cb,Ent, PFI, PrF,6,
'® | Bregma -9.3 5, SIMC1, C2 1451.75 114.54 7.8
Interaural -0.8 IC, C1, C2, mcp, 6,
19 Bregma -9.8 PrE, Int, LatC 914.01 94.63 10.3
Interaural —1.8 Pk, C1, C2, PFI,
20 | Bregma—-108 | lcp,sp5, PM, Cop 993.75 90.42 9




40

Cuadro 8 Muestra las areas cerebrales en la que no se encontro actividad
mitocondrial evidenciada mediante marcaje con Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio en
cortes coronales de cerebros de animales tratados con alcaloides de L. reflexus.

No. , o, Area sin _
Imagen Coordenadas Nucleos A rea (1) _ actividad % dano
mitocondrial (p?)
Fr,RF,
1 'E?:eerifﬁ 173'7 AOB/lo, VN, | 897.17 98.89 11
gma =. AOE
o |Interaural13.2 g pp 953.99 87.61 9.1
Bregma 4.2
3 'B”tera”ra' 127 1 RF PO | 190033 92.83 4.8
regma 3.7
4 g‘terawa’ 122 'k PO 2189.90 80.57 36
regma 3.2
Interaural 11.7 FrPaM,
5 ' FrPaSS,Cl, 2268.82 101.11 4.4
Bregma 2.7 PO
Interaural 11.2 FraM,
6 ' FrPaSs,Cl, 2641.34 99.45 3.7
Bregma 2.2 fmi
mi, PO
FriPaM,
interaural 10.7 | FrPaSS,
7 Bregma 1.7 ACg, ec. PO, 2877.86 85.77 2.9
Cpu
FrPaM,
8 Interaural 10.2 | FriPaSS, PQ, 273004 102 52 37
Bregma 1.2 Cpu, Agran,
cl, cg
FrPaM,
Interaural 9.7 FrPaSs,
9 Bregma 0.7 Agran, Acg, 2740.61 105.19 3.8
' ec, cl, cg,
Cpu,Cl
FrPaM,
Interaural 9.2 FrPaSs,
10 Bregma 02‘ Acg, CI, 2852.29 86.26 3.0
' Cpu, ec, cg,
g,
FrPaM,
Interaural 8.7 FrPasSs,
11 Bregma -0 3 Acg, Cpu, 2447.88 85.69 3.5
' Cl, En ec,
cg, g, En
i2 Interaural 7.7 FrPaM, 2434..57 77.60 3.1




41

Bregma —1.3

FrPass,

Acg, PCq,
ec, cg, Cl,
En,cg,lg

13

Interaural 7.2
Bregma-1.8

FrPaM,
FrPaSs,
Cpu, Acg,
PCg, ec, cqg,
lg,alv,La,PO

2372.30

91.87

3.8

14

Interaural 6.2
Bregma —2.8

FrPaM,
FrPasSs, ,
ec, cg, Acg,
PCg, Cpu,
cg.,alv, La,
PO, CA1

2159.98

96.33

4.4

15

Interaural 5.2
Bregma -3.8

FrPaM,
FrPasSs,
PCq, ec, fi,
cg,PCg, lg,
CA1,CA2,
CA3

1994.31

85.66

4.2

16

interaural 3.7
Bregma —-5.3

Stri8,
alv,eg,
TeAud,

FraM, PCg,

cg, BL, DLG,
CA1,
CA2, CA4

1576.58

96.35

6.1

17

Interaural 2.7
Bregma -6.3

RSpl, Str18,
Str17,
TeAud, Ent,
C1, C2, Cx,
5

1534.34

93.50

6.0

18

Interaural -0.3
Bregma —9.3

Cb, Ent, PFI,
PrF, 6, 5,
Sim, C1, C2,
PFi

1502.32

85.79

5.7

19

Interaural -0.8
Bregma -9.8

LC, 6, C1,
C2, mep,
PrF, Int,
LatC

1275.57

85.87

6.7

20

Interaural —1.8
Bregma —10.8

PrF,CH,
C2,PFI, lcp,
sp5, PM,
Cop

1272.80

96.66

7.5
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Cuadro 9 Muestra las areas cerebrales en la que no se encontro actividad

mitocondrial evidenciada mediante marcaje con Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio en

cortes coronales de cerebros de animales tratados con alcaloides de L. stipulatus.

] Area sin
Coorden . Area actividad %
No. Imagen adas Nucleos (4?) mitocondrialy | dafo
2
Interaural { Lo, VN,
13.7, AQE,
1 Bregma | Fr.AF,AO 1088.09 90.10 8.2
4.7 B
interaural
13.2,
2 B Fr.RF 1395.87 105.20 7.5
regma
4.2
Interaural
12.7
3 B Fr, RF,PO 1761.93 88.19 55
regma
3.7
interaural
12.2
4 Fr,PO 2105.93 106.65 5.0
Bregma
3.2
Int?qagral FrPaM.
5 B ) FrPaSs, 2461.36 101.79 41
regma
PO, CI
2.7
Interaural | FrRaM,
11.2 FrPaSs,
§) Bregma | PO, Cl. 2744.99 81.71 3.3
2.2 fmi
Interaural | FrPaM,
10.7 FrRasSs,P
7 Bregma | O,ACG. 2690.88 86.45 3.2
1.7 Cpu, ec
Interaural FraM,
10.9 FrPaSS,P
8 8 ) O, Agran, 2719.93 107.47 3.9
regma Cou. Cl
10 pu, i,
’ cl, cg
Interaural | FrPaM,
9 9.7 FrPaSs, 2689.42 131.63 4.8
Bregma | Acg,Cl,
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0.7 cg, ec,
CPu
FrPaM,
Int%razural FrPass.
10 Bregma ic, cq, 2567.83 111.08 4.3
0.2 9.
Ig,19,Cpu
FrPaM,
Interaural | FrPaSs,
8.7, ec, cg,
11 Bregma — | Acg, 247592 105.44 4.2
0.3 1g,Cpu, Cl,
En,
FrPaM,
Interaural | FrPaSs,
7.7, ec, cg,
12 Bregma — | Acg, 242713 106.75 4.3
1.3 lg,PCg,
Cl, En
FrPaM,
Inte;gural FrPaSs.
13 B | Cpu, ec, 2245.27 114.61 5.1
regma
1.8 cg, Acg,
PCqg, Ig
FrPaM,
Interaural | FrPaSs,
6.2 ec, cg,
14 Bregma — | Acg, alv, 2492.92 112.51 4.5
2.8 PCg, La,
Cpu
FrPaSs,
Interaural FriaM,
52 |PCg ec
15 Bregma — fi, cg, 2387.60 96.35 4.0
38 PCag, lg,
' CA1, CA2,
CA3,
Str 18,
FrPaM,
Interaural | PCg, cg,
3.7, BL, DLG,
16 Bregma — | Alv, eg, 2314.48 91.84 4.0
53 TeAud,
CA1, CA2,
CA4
17 interaural | RSpl, 1899.84 90.23 4.7
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2.7, Str18,
Bregma — | Str17,
6.3 TeAud,
Ent,CH,
C2,Cx, 5
Interaural PrF‘, 6,
03 5,8im, C1,
18 ’ C2, 1854.63 98.74 53
Bregma - | o~y Ent
9.3 Y
PFI
Interaural | 6, IC, C1,
-0.8, C2, PrF,
19 Bregma | Int, LatC, 1591.35 98.58 6.1
-9.8 Ic, mcp
Interaural | lcp, sp5,
-1.8, PM, Cop,
20 Bregma — | PrF, C1, 1513.39 100.51 6.6
10.8 C2, PFI
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Figura 5. Muestra las medias del grupo control y grupos tratados con extractos de
AQ del porcentaje de superficie de tejido cerebral que no manifestd reaccion al
cloruro de 2,3,5- trifeniitetrazolium (tejido con dafio). Las literales diferentes indican
diferencia significativa (p < 0.05). CO= control, MO= Extracto de L. montanus, EX=

extracto de L. exaltatus, RE= extracto de L. reflexus, ES= extracto de L. stipulatus.

Los datos obtenidos a partir de las pruebas ANOVA seguida de una
comparacion entre medias con la prueba de Duncan nos indican que hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos a una p <0.05. El grupo MO presentd
mayor porcentaje de dano respecto del resto de los grupos (p« 0.05), el grupo EX
también presentd diferencia significativa respecto de los otros grupos (p<0.05),
excepto del grupo RE, ya que con este no mostré diferencia significativa, en tanto
que el grupo ES si presenté diferencia significativa respecto a 1os grupos restantes
(p< 0.05).
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Control L.montanus L.exaltatus L. reflexus L. estipulatus

Figura 6. Muestra los cortes coronales mas representativos de tejido sometido a
tratamiento con el cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio, el cual muestra las zonas
afectadas en los grupos control en la primera columna, el grupo montanus en la
segunda columna, el grupo exaltatus en la tercera columna, el grupo reflexus en la
cuarta columna y el grupo estipulatus en la quinta columna.
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6.5 Observaciones Histopatoldgicas

Los datos obtenidos de la observacion microscopica de los cortes de tejido
nervioso expuesto al efecto de los extractos de AQ de L. montanus L. exaltatus L.
reflexus y L. stipulatus, tenidos con la técnica de Hematoxilina-Eosina mostraron
neuronas con cambios morfoldgicos degenerativos estos hallazgos fueron
hinchamiento celular, cariolisis y cariorexis en areas de corteza, ganglios basales,
talamo, hipotalamo, hipocampo, ciertos nucleos del cerebro medio, puente, cerebelo
y médula utlizando las coordenadas sefialadas por Paxinos y Watson
(1982).Ademas se manifestaron neuronas rojas, las cuales fueron identificadas por
su forma angulada y eosinofilia. Otro tipo de células que se identificaron en cortes de
cerebro fueron las células fantasma, estas células se manifiestan en estados
avanzados de degeneracion neuronal.

A continuacion se presentan los cuadros 31 a 35 donde se muestran los
nucleos y areas afectadas correspondientes a cerebros expuestos a los diferentes
extractos.y al aceite de sesamo (control) las areas se identificaron tomando como

base las coordenadas senaladas por Watson y Paxinos (1982).
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Cuadro 6. Muestra los promedios de la cuantificacion de neuronas en cerebros de

ratas a las que se aplico aceite de sésamo via intracerebroventricular.

Campo | Coordenadas Nucleos - -Celulas
Normales | Rojas | Hinchadas | Fantasmas | Total
Interauralt1.7 | FrPaM,FrPaSS RF,Cl,
! Bregma 2.7 PO 22 0 27 0 49
Interaural11.2 | FrPaM,FrPaSs, CI,.Cpu,
2 Bregma 2.2 | En,PO 34 0 7 0 41
Interaural10.7 | Acg,FrPaM,FrPaSS,Cpu
3 Bregma 1.7 | ,CLEn,FStr 8 2 8 0 88
Agran,
4 'g:grarﬁ;a” ?; FrPaM,FrPaSSCpu,ACg, | 53 0 5 0 58
9 “ | CLEn,PO
Interaural 9.7 | ACgq,|G.cg FrPaM,FrPaS
5 Bregma 07 |S.Cpu.ClEn,PO 29 2 4 0 35
Interaural9.2 | ACg,cg,FrPaM,FrPaSs,
6 Bregma 0.2 | Cpu,CLEn,FStr,GP 49 0 " 0 60
Interaural 8.7 | ACg,IG,CG,CPu,GP,CI,
! Bregma-0.3 | En 29 0 14 0 43
Interaural 8.2 | Cg,ACq.IG,CPu,CLENn,P
8 Bregma -0.8 | O,FrPaM, FrPaSS a4 0 4 0 38
interaural 7.7 | PCq,lG,cg.FrPaM,FirPaS
9 Bregma-1.3 $S,CPula,BLCL En,GP 40 0 4 0 a4
Interaural 7.2 | PCg,FrPaM,FrPaSSs,CP
10 Bregma -1.8 | u,cg,lG,FStrla,ErCe 33 ! i 0 45
PCg, FrPaM,
11 | Interaural 6.7 1 £ pass cPu, GP, FStr, 26 2 4 0 32
Bregma 2.3
La, B
Interaural 6.2 G,
12 By 2'8 PCq,cq,CPu,La,En,POB 35 1 8 0 44
egma =5 1| Ce,FrPaMFrPaSSs
Interaural 5.7 | Ag,PCq,IG,FrPaSs,
18 | Bregma 3.3 | CPu,La,BLEn,PO,RL 29 ! 10 0 40
Interaural 5.2 | FrPaSS,CA1,CA2,
14| Bregma 38 | CA3,PP.VLGHC,VPL 32 2 9 0 43
Interaural 4.7  FrPaSS5, CA1, CA2,
15 Bregma 4.3 | CA3, PCq, cg, BL, DG 27 0 9 1 37
Interaural 4.2 | TeAud, Strn, CA1,
6 | Bregma 4.8 | CA3,CA4,S Ent a3 2 4 0 39
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Cuadro 7. Muestra los resultados de la cuantificacion de neuronas encontrados en

fes aplicd extractos de alcaloides
quinolizidinicos de L. montanus via intracerebroventricular.

cerebros de animales a

los cuales se

Campo | Coordenadas Nucleos Normales | Rojas gitﬂ:::s Fantasma | Total
B o (ol 7 | 2 |a
> 'gg;;r:' L2 | FrPaM FrPass, C1.Cpu, EnPO| 19 13 29 0 61
3 |'brogma 17 |Conciengst AT I S I
R e e T N IR
> | Bregma 07 | PSS GpuCIEnpO A T T A
6 'gfgﬁflgg 2%%;%,%53%],En,FStr,GP 23 10 2 ! o
i T o [wlw [ o [m
I LA 0 | 8| @ I
o |lneraural 77 a8 CPulal. Ol e | o | 0 o | s

™ | En,GP
10| Grogma -15 |cg GFSutaErce 7| m | A
R o e K B I
12| ‘biogma 26 |BLCoarPass | 19 [ 10| @ |0 Jes
T e P R ) NG RO
14 | rogma 8.6 | CABRRVL GHO VPL [ I B S
o [ S, | w (=] o | o |
6| Biogma 45 | CASCALSE i N N UL




Cuadro 8. Muestra los resultados encontrados al
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cuantificar las neuronas de

cerebros de ratas a los cuales se les aplico extractos de alcaloides quinolizidinicos de

[.. exaltatus via intracergbroventricular.

. CELULAS
Campo Coordenadas Nucleos Normales | Rojas | Hinchadas | Fantasma Total
interaural11.7 FrPaM,FrPaSs,
1 Bregma 2.7 RF.Cl, PO 23 e 28 0 65
Interaurali1.2 FrPaM,FrPaSs,
2 Bregma 2.2 Cl.Cpu, En,PO 30 8 33 1 2
Acg,FrPaM,FrPa
3 nerauralid | 55 30 10 46 0 86
d ' Cpu,CLEN,FStr
Agran, FrPaiM
4 'g:gr?;‘;a”?g FrPaSSCpu,AC 26 9 50 0 85
9 “ | g.CLER,PO
ACg,lG.cg,FrPa
5 ‘é‘:gr%";"ﬁ" g; M.FrPaSS.Cpu, 30 10 38 > 80
J | clEN.PO
ACq,cg,FrPaM,
6 'E?rfr?#;al%é FrPasS,Cpu,Cl, 24 9 29 2 64
9 ' En,FStr,GP
interaural 8.7 | ACq,IG,CG,CPu
7 Bregma -0.3 GP,ClLEn 22 8 50 2 82
Cqg,ACg,IG,CPu,
Interaural 8.2 Cl,
8 Bregma -0.8 | En,POFrPaMFr | % 12 39 0 85
PaSs
PCg,lG.cg,FrPa
Interaural 7.7 M,FrPaSs5,
9 Bregma -1.3 CPu,la,BL,CI,En, 36 12 26 1 75
GP
PCg,FrPaM,FrP
10 teraural 1.2 45S,CPu,cg G, a2 9 47 1 89
9 ' FStr.La,Er,Ce
PCqg, FrPaM,
Interaural 6.7 FrPaSs,
1 Bregma 2.3 |CPu, GP, FSt, 34 13 32 0 79
La, B
IG,
PCg.cg,CPu,La,
12 intoraural o2 | EnPoO, 20 10 34 2 66
9 © | BL,Ce,FrPaMFr
PasSSs
Ag,PCqlG,FrPa
Interaural 5.7 85,
13 Bregma 3.3 CPu,La,BL,En,P 38 12 22 2 74
0,Rt
Interaural 5.2 FrPaSS,CA1.CA
14 Breqma 3.8 2, 22 14 24 2 62
9 © | casppVLGHC
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VAL
FrPass, CAT,
15 | feraural 471 ca2,cA3, PCy, 20 18 45 84
g 9 1 cg, BL, DG
TeAud, Strn,
16 Interaural 4.2 CA1.CA3.CA4S 08 3 16 83

Bregma 4.8

LEnt
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Cuadro 9. Muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion de neuronas de

cerebros de ratas a las se les aplicd extractos de aicaloides quinolizinicos de L.

reflexus via intracerebroventricular.

Campo | Coordenadas Nucleos Normales | Rojas giﬁ:ﬁ:‘s Fantasma | Total
| e o 2| w | 1 [n
o lgtrir;rtri;ang.éz gfgg,FrPaSS, Cl.Cpu, 37 i5 19 1 88
I A N
4 lé':iéanf;a”% ?952%'8253?209,@,@90 28 8 33 1 /0
I EEERE
o | pleraao? [WCaceltaitess | s | w | oo |7
P | eageser o || w | o [
s | 2R ST T e [ | w | 1 |
o | ol 17 [ECaGeolRERSS | 0 | 6 | w0 | 0 |
to |l 72 [afmairassor | o 1o | @ | 0 |
o e oo TS | s [ | w | o |7
2| g e [T | @ [ | e | o |
o | et o7 pcen i | 2 [ 7] w [ o |
o | 5k [Bseviangin, | » v |« | o |
15 | Bregma 43 |oAnPCgeasbe | 2 | S| ® | 2 e
16 Interaural 4.2 | TeAud, Strn, CA1, 24 10 a4 1 69

Bregma 4.8

CA3,CA4,5,Ent




53

Cuadro 10. Muestra los resultados de la cuantificacion de neuronas en cerebros de

ratas a las que se aplico extrtactos de alcaloides quinolizidinicos de L. stipufatus via
intracerebroventricular.

. & ul
Campo [ Coordenadas Nucleos - (‘Deuas
Normales | Rojas | Hinchadas | Fantasma | Total
Interaural
1117 rPan fass, 32 1 26 0 69
Bregma 2.7 T
Interaural
5 112 FrPaM,FrPaSs, Cl,Cpu, 50 9 04 1 56
En,PO
Bregma 2.2
Interaural
3 10.7 Acg,FrPaM,FrPaSs, o5 2 20 0 50
Cpu,ClLEn,FSir
Bregma 1.7
Interaural
Agran, FrPaM
A Pl FrPaSSCpu,ACg,Cl,En,PO 26 10 20 1 57
regma 1.2
Interaural 9.7 | ACq,IG,cg,FrPaM,
5 |Bregma 0.7 |FrPass,Cpu.ClLENPO 28 9 25 0 62
Interaural 9.2 ACg,cg,FrPaM,
6 |Bregma 02 |FrPass,Cpu,ClLEN,FStrGP 26 / 23 0 56
Interaural 8.7 | ACq,IG,CG,CPu,
/ Bregma -0.3{GP,ClLEn 28 9 10 0 47
interaural 8.2 | Cg,ACq,IG,CPu,Cl,
8 IBregma -0.8 |EnPO.FrPaM,FrPass 32 3 25 ! o1
Interaural 7.7 | PCq,IG cq FrPaM,FrPaSs,
9 |Bregma -1.3 |CPula,BL.CI, En,GP 25 / 19 0 b1
Interaural 7.2 | PCg,FrPaM,FrPasSS,Ciu,
10 Bregma -1.8 |cg,lG,FStr.LaEr,Ce 32 7 20 0 59
Interaural 6.7 |PCg, FrPaM, FrPass,
' IBregma 2.3 |CPu, GP, FStr, La, B 24 10 23 0 57
Interaural 6.2 |1G, PCg,cq.CPu,La,En,PQ,
2 l@regma 2.8 |BL,Ce,FrPaMFrPasSs 39 5 18 1 63
Interaural 5.7 | Ag,PCqg,|G,FrPaSs,
13 Bregma 3.3 |CPuy,La,BL.EnPO,Rt 30 / 15 1 53
Interaural 5.2 | FrPaSS,CA1,CA2,
"% |Bregma 3.8 |CA3,PP.VLGHCVPL 24 5 20 0 49
interaural 4.7 | FrPaSS, CA1, CA2,
15 |Bregma 4.3 |CA3, PCq, cg, BL, DG 22 9 14 0 45
Interaural 4.2 | TeAud, Strn, CA1,
6 |Bregma 4.8 |CA3.CA4,SEnt 27 4 16 0 47




54

Células rojas

% de células rojas

Figura 7. Muestra las medias del grupo control y grupos tratados con extractos de
AQ del porcentaje de células rojas obtenidas de cortes coronales de cerebros de
rata (tejido con dano). Las literales diferentes indican diferencia significativa® (p <
0.05). CO= control, MO= Extracto de L. montanus, EX= extracto de L. exaltatus, RE=
extracto de L. reflexus, ES= extracto de L. stipulatus.

Los datos obtenidos a partir de las pruebas ANOVA seguida de una
comparacién entre medias con la prueba de Duncan nos indican que hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos a una p <0.05. El grupo MO presenté
mayor porcentaje de células rojas respecto del resto de los grupos (p« 0.05), el grupo
EX también presentd diferencia significativa respecto de los otros grupos {(p<0.05),
excepto del grupo RE, ya que con este no mostré diferencia significativa, en tanto

que el grupo ES si presento diferencia significativa respcto a los grupos restantes (p«
0.05).
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Figura 8 Muestra las medias del grupo control y grupos tratados con extractos de AQ
de! porcentaje de células hinchadas en cortes coronales de cerebros de rata (tejido
con dano). Las literales diferentes indican diferencia significativa® (p < 0.05). CO=
control, MO= Extracto de L. montanus, EX= extracto de L. exaltatus, RE= extracto de
L. reflexus, ES= extracto de L. stipulatus.

Los datos obtenidos a partir de las pruebas ANOVA seguida de una
comparacion entre medias con la prueba de Duncan nos indican que hubo diferencia
estadisticamente significativa entre todos los grupos , el grupo MO presentd un
mayor porcentaje de dafo. Mediante el analisis estadistico del nimero de celulas
hinchadas en corteza frontoparietal, el grupo MO presentd mayor porcentaje celular
respecto del resto de los grupos (p<0.05), el grupo EX tambien presento diferencia
significativa respecto de los otros grupos(p<0.05), excepto con el grupo RE ya que se
encontraron diferencias significativas, en tanto que el grupo ES si manifesté

diferencia significativa respecto a los grupos restantes (p<0.05).
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Figura 9. Muestra las medias del grupo control y grupos tratados con extractos de
AQ del porcentaje de de células fantasma en cortes coronales de cerebros de rata
(tejido con dano). Las literales diferentes indican diferencia significativa® (p < 0.05).
C= control, MO= Exiracto de L. montanus, EX= extracto de L. exaltatus, RE= extracto

de L. reflexus, ES= extracto de L. stipulatus.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos a partir de las pruebas ANOVA seguida de una comparacion
entre medias con la prueba de Duncan nos indican que hubo diferencia
estadisticamente significativa entre todos los grupos , el grupo MO presentd un
mayor porcentaje de células fantasma. El cuadro No. 38 muestra los resultados
obtenidos por andlisis estadistico para las células fantasma en la corteza
frontoparietal , en donde el grupo MO presenté mayor porcentaje celular respecto
del resto de los grupos (p<0.05), el grpo EX tambien presentd diferencia significativa
respecto de los otros grupos (p<0.05), con ecepcién del grupo RE, ya que con este
no se presentd diferencia significativa, en tanto que e! grupo ES si mostré diferencia

significativa respecto a los grupos restantes {p<0.05).
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Figura 10. Muestra corte coronal de un animal control. Se observan neuronas
normales del tallo cerebral, en las cuales es caracteristico su escaso citoplasma, un
nucleo, un nucleolo y la cromatina finamente granular.tincion con H-E;20 X
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Figura 11. Muestra cortes coronales de 10 pm. de espesor correspondientes a
cerebros de ratas tratadas con extracto de L montanus (a) L. exaltatus (b), L.reflexus
(c) y L stipulatus (d).Tincién con hematoxilina —Eosina; 20X




Figura 12, Muestra cortes coronales de 10 u de espesor correspondientes a células
rojas de cerebros de ratas tratadas con extracto de L montanus (a) L. exaltatus (b), y L
stipulatus (c).Tincion con hematoxilina —Eosina;20X
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Figura 13. Muestra la presencia de células hinchadas en corteza frontoparietal de
diferentes especies de lupinus silvestre L. montanus (a) L. exaltatus (b), y L.
stipulatus (c).Tincion con Hematoxilina —Eosina;20X.

7. DISCUSION

Al realizarse la deteccion de los alcaloides de las fracciones extraidas de
L.montanus, L.exaltatus, L.reflexus y L.estipulatus, los resultados mostraron
reacciones positivas, tanto para las fracciones de lupinus como para la muestra
testigo positiva (cafeina), lo cual indicé la presencia de los alcaloides mediante el
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uso de los reactivos Mayer y Dragendorff, que son especificos para la determinacion
de los mismos (Huitin y Torssell, 1995), mientras que la muestra testigo de soya
presentd una reaccion negativa, ya que carece de todo tipo de alcaloides
{Dominguez, 1973).

La cromatografia de gas capilar es una técnica muy eficiente para el analisis
cuantitativo y cualitativo de los alcaloides quinolizidinicos, por su rapidéz y
sensibilidad {(Musquiz et al., 1989), tal y como se ha mencicnado mundialmente en
algunos eventos académicos.

En este trabajo la concentracién de los alcaloides quinolizidinicos se
manifesto en los cuatro estandares de AQ, no obstante la concentracién fue muy
variable, siendo para L. montanus la esparteina como alcaloide mayoritario (3347.16
pg/ul), seguido por la lupanina (2613.19 ug/ul), la 13-OH-lupanina(347.29 ug/ul) y la
3-OH-lupanina (325.39 pg/ul). En L. exalfatus el alcaloide que se encontré en mayor
cantidad fue la lupanina con (1251.34pg/ul) la espateina (74.60 pg/pl) v la 13-Oh-
lupanina (55.36 ug/ul), para L. reflexus el alcaloide en mayor cantidad es la
esparteina con (26.634 pg/ul), luego la lupanina (2.13 pg/ul), después la 3-OH-
lupanina (0.159 pg/ul}, v tuego la 13-OH-lupanina (0.790 ug/pl), por ultimo el L
stipulatus presentd como alcaloide mayoritario 4-OH-Lupanina (17.84 pg/ul), 13-OH-
Lupanina {(14.51 ug/ul), Angustifolina (5.67 ug/ul), Lupanina (3.39 pg/ul),Esparteina
(0.018pg/ul),

Esto concuerda con los datos obtenidos por diferentes autores, ya que L.
luteus, L hispanicus poseen la lupanina como alcatoide mayoritario (Wink et al 1995)
en tanto que L. angustifolius, presenta la 13-OH-Lupanina como alcaloides
quinolizidinicos mayoritarios (Priddis, 1983), mientras que algunos otros lupinus
como L. mutabilis presentan la esparteina como el alcaloide con mayor
concentracién .Garcia et al., reportaron que en algunas especies jaliciences, de
lupinus como L. montanus, L. exaltatus, L. resflexus y L.stipulatus los alcaloides
espaneina y lupanina, como los principales alcaloides lo que se confirma en este
estudio, ya que se repiten las mismas concentraciones de alcaloides; presentandose
como alcaloide en mayor cantidad la esparteina para L. montanus y L reflexus

lupanina para L.exaltatus y 4-OH-lupanina para L. estipulatus usando siempre para la
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deteccién de los AQ la cromatografia de gases.

Para la accion directa de los alcaloides en los animales, se utilizd la técnica
de la implantacion de canulas via intracerebroventricular (ICV) en el ventriculo 1ateral
derecho. Esto con la finalidad de asegurar la permeabilidad de los alcaloides al tejido
cerebral y de esta manera obtener una respuesta especifica de |a aplicacidon de cada
uno de los extractos crudos de alcaloides en las diversas areas del cerebro de la
rata. Aunque se tomaron todas las precauciones necesarias para la cirugia, es
comun gue se presente dafo en la zona de implante debido a la insercion de la
canula, zona que fue descartada mediante la comparacién de cada grupo
experimental (M, E, Ry Es) y el C para verificar la correcta implantacion de la canula
se utilizaron las coordenadas del sitio a canular obtenidas por Watson y Paxinos en
1982 mediante un aparato estereotaxico David-Koppf, las cuales son;-1.4
mediolateral , 8.2 anterior a lambda — 4.0 dorsoventral que corresponden a la
ubicacion del ventricuto cerebral derecho; mientras que otra forma de confirmarlo fue
en el momento de obtencidn de los cerebros de manera visual el sitio de la
canulacion.

La sal de cloruro de 2,3,5- trifeniltetrazolium (CTT) ha sido utilizada por los
patologos para detectar las areas de infarto en el corazon y cerebro (Holmbon et al
1993., Freeman et al., 1990) es un indicador histoquimico de la actividad de las
enzimas de la cadena respiratoria de la mitocondria {Peter et al.,, 2001) se han
realizado estudios con ratas (Lin et al., 1993) gatos, (Liszcak et al 1984), primates
(Dettmers et al 1994), conejos (Birnbaum et al.,, 1997), gerbils (Lund et al., 1986,
Baffour et al.,1992) y perros (Lin et al., 1986) utilizando este reactivo, no obstante
algunos autores encontraron que en ratas y gatos con isquemia producida por
procedimientos quirdrgicos las mitocondrias se encuentran intactas, a pesar de que
hayan desaparecido otros organelos; como el nicleo. Este reactivo tambien ha sido
utilizado por algunos investigadores en bacteriologia como coadyuvante en la
identificacién de algunos tipos de bacterias; como las especies de campilobacter
(Pefanis et al., 1989). De la misma manera puede utilizarse para detectar algunas

infecciones de vias urinarias

De cualquier manera, estudios recientes demuestran que el cloruro de 2,3,5-
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trifeniltetrazolio (CTT) es una sustancia que permite cuantificar el volumen completo
de los infartos cerebrales causados por oclusién de la arteria cerebral media (ACM)
de manera confiable y rapida en modelos examinados 24 h después del dafio
producido por fa isquemia (Hatfield., 1991). Ademas de ser utilizado para detectar
infartos en musculo esqueletico (Cheng et al., 1996), y su reaccidn bajo esta
circunstancia es comparable al metodo de tincion con hematoxilina- eosina
(Bederson et al.,, 1986) ., Asimismo, esta técnica ha sido adaptada para medir el
volumen de trauma en cerebros, causado quirdrgicamente por un infarto cortical
cerebral ocasionado por la percusién de un liquido en el cerebro (Bascaya et al.,
2000).

Aunque hasta el momento se e han dado un gran uso a este reactivo, no
existe informacidn disponible acerca de si el CTT sea util como marcador de dano en
los cerebros causado por alcaloides u otras sustancias toxicas. Estos antecedentes,
ademas del conocimiento que se tiene sobre el dafo causado por los AQ en el SNC
(Pothier et al., 1990) y mas especificamente en motoneuronas (Agid et al., 1988),
fueron las bases por las que se decidio aplicar este reactivo para cuantificar el
volumen cerebral danado por los alcaloides de los lupinus.

Los hallazgos encontrados indican que la técnica es confiable para marcar las
areas del cerebro afectadas por la aplicacion ICV de los alcaloides extraidos de
especies de lupinus, esto se confirm¢é mediante la observacion de los cortes
obtenidos, no obstante la técnica no es definitiva para marcar con presicion el total
del volumen afectado, esto en base a las comparaciones realizadas con los tejidos
sometidos a la técnica de hematoxilina-eosina y analizados mediante microscopia de
luz, ya que se observan nucleos dahados severamente en zonas correspondientes a
regiones del talamo, hipotalamo, hipocampo, asi como alguhas zonas de la corteza
cerebral frontoparietal, sensitiva motora, auditiva, cingulada y estriada, las cuales
fueron parcialmente detectadas con carencia de reaccion al reactivo. Los resultados
nos indican que los AQ afectaron la funcion mitocondrial, muy probablemente por los
efectos degenerativos producidos en las neuronas.

Al aplicar la tincidn de hematoxilina-eosina a los cortes cerebrales parafinados

de los diferentes grupos, la prueba arrojé datos sobre la extension y caracteristicas
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del dano causados por los extractos crudos de alcaloides quinolizidinicos obtenidos
de cuatro especies de lupinus, ademas de corroborar la ausencia de zonas afectadas
a consecuencia de la sustancia vehiculo (aceite de sesamo) en los cortes del grupo
control.

Las zonas afectadas por los extractos alcaloideos presentaron una
considerable extension que de forma general se presenta desde la parte anterior del
cerebro hasta el cerebelo posterior, zonas pertenecientes al talamo, hipotalamo,
hipocampo y puente resultaron especialmente afectadas, ademas de las regiones de
la corteza frontal, sensorial, estriada, cingulada y auditiva, tambien presentaron
efectos adversos, Los dafos causados difieren en cuanto a las areas y nucleos
afectados por el tipo de extracto alcaloideo utilizado de esta manera tenemos que en
el cerebro anterior del grupo L. montanus en la ubicacion interaural 11.7 , bregma
2.7, se presentaron los siguientes nucleos afectados corteza frontoparietal area
sensitiva y area motora, corteza frontal, nucleo accesorio olfatorio. De manera
diferente en el grupo L. exaltatus los cortes de las mismas coordenadas presentaron
un dano menor, y aun menos manifiesto en los cortes de cerebros tratados con
extractos de L. reflexus y L. stipulatus.

Al realizar las cuantificaciones mediante un analizador de imé&genes utilizando
las coordenadas interaural 10.7 bregma 1.7, nos revelaron que los tejidos de los
grupos de M, E, Ry Es presentaron células con hinchamiento considerable, cuando
se compararon con tejidos del grupo C. Por otro lado, la medicién realizada en los
nucleos de los diferentes grupos, reveld que el grupo M presentd un mayor
hinchamiento nuclear, lo cual indica una alteracion en la permeabilidad de la
membrana nuclear y celular por efecto de los alcaloides.
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El mismo tipo anadlisis aplicados para la corteza frontoparietal coordenadas
interaural 11.2 y bregma 2.2 nos muestra que el hinchamiento celular, el grupo M
resutd significativamente mayor que los grupos E, R y Es, estos nucleos fueron
elegidos para la cuantificacion por la uniformidad del dano que presentaron sus
neuronas. Por otro lado, en el cerebelo y zonas adyacentes tambien se encontraron
diferencias con respecto a la extension del dano entre los grupos experimentales.

De cualquier manera, a pesar de las diferencias entre las zonas afectadas, la
mayoria de las regiones y nucleos afectados se encuentran presentes en cada uno
de los grupos de tratamiento en donde el grupo E presentd un area mayor de dano
que los otros tres grupos de tratamiento. Sin embargo el grupo M presentd un dano
degenerativo mas avanzado en algunas estructuras cerebrales como la corteza
frontoparietal area sensitiva y motora, en todos los casos el dafo es severo, aunque
varia en cuanto a su magnitud.

Los resultados neurotdxicos, obtenidos en este trabajo pueden ser explicados
mediante el mecanismo de accion que tienen los AQ , ya que varias de las zonas
danadas corresponden a vias acetstilcolinérgicas; tanto nicotinicas como
muscarinicas (Schmeller et al., 1994) mientras que por otro lado, pueden actuar
inhibiendo los canales de sodio y potasio, aunque por via de este mecanismo es de
esperarse un campo de accion muy amplio y disperso en el tejido cerebral, de igual
forma las diferencias encontradas entre los tratamientos experimentales, pueden
deberse a diferencias en la concentracion y contenido de AQ presentes en [os
extractos obtenidos y a la afinidad especifica que presentan los receptores
acetilcolinérgicos (Séller et al . 1994). Los efectos clinicos reportados de los AQ son:;
depresion (Schmitt, 1980) estimulacidén de la musculatura uterina (Cohen, 1981)

disminucion de la actividad locomotora y accion analgésica (Pothier et al., 1988)
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8. CONCLUSIONES

1. Los danos observados en los tejidos de cerebro de rata ,se localizan
principalmente en zonas sensitivo-motoras de la corteza, talamo, ganglios basales,
algunos nucleos hipotalamicos y cerebelo.

2. Los hallazgos histopatolégicos mejor visualizados utilizando la técnica de Nissl
fueron: compactacion citoplasmatica en neuronas y la gliosis generalizada del

tejido; la presencia de un gran numero de neuronas hinchadas, de células rojas y
fantasmas.

3. EI Cloruro de 2,3,5- Trifeniltetrazolium, ademas de ser (til para marcar zonas de
dano por isquemia, puede ser utilizado como un marcador de dafio por sustancias

toxicas en tejido cerebral, como los alcaloides quinalizidinicos (AQ).

4. Mediante la técnica de 2,3,5- trifeniltetrazolio se confirmd la presencia de dano en
las areas sensitivomotoras de la corteza cerebral, asi como en algunos centros del
hipotalamo y tallo cerebral.

5. En general, puede considerarse de gran cuantia el dafio provocado por extractos
de AQ de lupinus silvestres en el cerebro de la rata.
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