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RESUMEN

Introduccién. ElI género Lupinus, perteneciente a la familia Fabacea, cuenta con
aproximadamente 400 especies reportadas en el mundo, 80 en la Republica Mexicana y 15 en el
estado de Jalisco. Los lupinos silvestres son importantes por su alto contenido de proteina, aceite y
carbohidratos, y se caracterizan por su elevada concentracion de aicaloides quinolizidinicos (AQ),
que son metabolitos secundarios que se encuentran como bases terciarias o bien como N-Oxidos.
Entre los AQ mas frecuentes se encuentran la lupanina y esparteina, sustancias que en diversas
concentraciones pueden provocar toxicidad aguda o crénica en el sistema nervioso central (SNC).
Por tal motivo es necesario conocer a detalle las zonas mas sensibles del SNC que se ven
afectadas por estas sustancias.

Objetivo. Determinar las areas mas sensibles a los efectos provocados por los extractos de
alcaloides quinolizidinicos obtenidos de dos especies de Lupinus silvestres del occidente de
Meéxico en el sistema nervioso central de ia rata.

Metodologia. Para valorar este efecto se utilizaron 15 ratas Wistar machos jovenes, distribuidos al
azar en 3 grupos de 5 animales cada uno. Durante 5 dias consecutivos el primer grupo (M) se
dosifico con 45 nanogramas del extracto crudo de AQ obtenidos de L. montanus mientras que el
segundo grupo (E) recibi¢ ta misma cantidad AQ obtenidos de L. exaitatus (ambos extractos fueron
sometidos a cromatografia de gas capilar para la identificacion de los AQ mayoritarios, se utilizé
cafeina como estandar interno), el tercer grupo (T) correspondié al grupo testigo, el cual soio
recibio el vehiculo de dilucion (aceite de sésamo). La via de administracion para los tres grupos fue
intracerebroventricular depositando las sustancias en el ventriculo derecho del cerebro a través de
una canula de .36 mm de diametro insertada en el craneo. Al término de la prueba los animales
fueron anestesiados y sometidos a una perfusion intracardiaca para la fijacion del cerebro y
posteriormente se practicé una craneotomia para extraer el encéfalo completo. Dos cerebros de
cada grupo se colocaron en una solucién PBS a 0.1 M en punto de congelacién, para
posteriormente colocarlos en un vibrotomo con el cual se realizaron cortes coronales de 600
micras de espesor, posteriormente se dejaron en inmersién en una solucién al 2% de cloruro de
trifeniltetrazolium (CTT), con la finalidad de realizar una cuantificacién del volumen parcial y total
de area danada (utilizando un analizador de imagenes). De manera paralela, 3 cerebros restantes
de cada grupo fueron deshidratados en series crecientes de alcohol e inmersos en paraiina para
realizar cortes de 20 micras de espesor en un microtomo, con la finalidad de ser sometidos a
tincién con el método de Nissi.

Resultados. La cromatografia de gas determiné la presencia de 4 alcaloides principales en ambas
especies de Lupinus; esparteina, lupanina, 3-OH-lupanina y 13-OH-lupanina, siendo detectadas
variaciones en la concentracion de los AQ interespecie. Los resuitados obtenidos de ia observacion
mediante microscopia optica (Nissl) mostraron cambios morfologicos en las neuronas, causados
por AQ consistentes -en hinchamiento celular, deformacién de fa membrana plasmatica,
desintegracién e hinchamiento de! nucleo, compactacion de la cromatina, gliosis, caridfisis,
cariorexis, basofilia e hipertrofia def reticulo endopiasmico. Al mismo tiempo el analisis mediante
la técnica de CTT presento sitios de reaccion nula al colorante causados por AQ en regiones como:
la corteza, los ganglios basales, el talamo, el hipotalamo, el hipocampo, los nicleos del cerebro
medio, el puente, la médula y el cerebelo.

Conclusiones. E! alcaloide mayoritario encontrado en semillas de L. montanus fue esparteina,
mientras que para Lupinus exaltatus fue lupanina. La reaccion del tejido neural a la sal CTT,
resulto eficiente para evidenciar el volumen de dafio causado por alcaioides de Lupinus en el
sistema nervioso central de la rata. Las zonas y nucleos daiados por alcaioides de Lupinus, y
evidenciados a partir de la observacion microscopica (Nissl), resultaron estar ampliamente
dispersos a lo largo y ancho dei encéfalo, estos dafios se consideran como severos debido a la
extensién, magnitud y ubicacion de las regiones afectadas.



I. INTRODUCCION

El género Lupinus perteneciente a la familia Fabaceae orden Fabales
(Takhtajan, 1987), ha sido cultivado y usado durante siglos en amplias zonas
geograficas, teniendo usos importantes, tanto en la alimentacién animal como

humana (Gladstones, 1974).

Las especies silvestres y domesticadas de lupinos; L. albus, L. futeus, L.
angustifolius y L mutabilis son importantes en la agricultura ‘debido a Ja asociacion
simbidtica de éstas con bacierias del género Rhizobium con capacidad para fijar
nitrégeno atmosférico. De esta manera, se puede incorporar nitrégeno al suelo, el
cual se aprovecha por otros cultivos en un sistema de produccién en rotacion
(Haq, 1993). Asi mismo, llama la atencidon que sus semillas poseen un elevado
contenido de proteinas, aceite, fibra y carbohidratos (Bellido y Garcia, '1 991). Sin
embargo, la elevada proporcién de alcaloides (compuestos nitrogenados
considerados como metabolitos secundarios) es mayor al 1 % en las sémillas de
los lupinos silvestres o cual limita su aprovechamiento directo en la alimentacion
(Ruiz, 1994), ya que pueden provocar toxicidad aguda o crénica del sistema

a

nervioso central (Agid y col., 1988).

Actualmente se han reportado mas de 100 alcaloides de! tipo quinalizidinico
(AQ) presentes en las especies silvestres del género Lupinus. Sin embargo, existe
una variacion inter e intraespecie en el contenido y proporcion de aigunos de ellos

(Muzquiz y col., 1982; Ruiz, 1997). Los AQ constituyen una defensa quimica de



los lupinos contra sus depredadore_s (insectos y mamiferos herbivoros) e
individualmente muestran propiedades toxicolégicas y farmacoldgicas imporantes
como - neurotédxicos, antipiréticos, antiinflamatorios, depresores del sistema
nervioso central (SNC) y antiarritmico cardiaco, entre otros (Schmeller y cof..
1994). Los sintomas del envenenamiento agudo en animales puede resumirse en
fallo respiratorio, convulsiones y coma, lo que puede conducir a la muerte del
animal o provocar graves trastornos en las neuronas de areas motoras del SNC

(Agid y col., 1988).

De las 400 especies de lupinos reportadas en el mundo (Dunn, 1984),
alrededor de 80 se distribuyen en 26 estados de la Republica Mexicana. En
Jalisco, se han reportado 15 especies entre las cuales L. exaltatus es de las mas
abundantes (McVaugh, 1987); mientras que L. montanus se encuentra

ampliamente distribuido en la zona norte (McVaugh, 1987; Ruiz, 1995).

Debido a lo anterior, es importante describir y cuantificar mediante técnicas
histoquimicas y morfométricas las areas del SNC afectadas por los diferentes
extractos de alcaloides obtenidos a partir de semillas de L. exalftatus y L.

montanus.




WANTECEDENTES

2.1. Historia e importancia del género

E! origen remoto del nombre botanico de este género (Lupinus), se
desconoce. Parece ser que es una derivacion de la palabra latina “Lupus” que
significa lobo, probablemente por que esta planta se daba en terrenos dificiles y
salvajes teniendo asi por compafieros a los lobos (Gladstones, 1974). Sin
embargo, el nombre Griego de Lupinus fue Thermos, presumiblemente por el
sabor amargo-caliente de las semillas, en donde al parecer todos los nombres
esparcidos en el area del mediterraneo se generan de este vocablo, por ejemplo
Termis (Egipto), Turmus (Arabia), Altramuz (Espafa) y Turmusa en Siria y

Palestina.

Una de las referencias mas antiguas es la del famoso médico griego
Hipoécrates (400-356 a. C. citado por Gladstones en 1974) quien menciona el uso
medicinal, nutricional y cosmético de las semillas de Lupinus. Otra referencia, que
data del siglo XV, es la que aparece en el libro Arabe-Persa, “Las Mil y Una
Noches”. En la noche 947 se menciona a varias mujeres asociadas con esta
leguminosa. Asi como Teofrasto (372-288 a. C.), filésofo griego pupilo de
Aristoteles que en su tratado “Historia Natural de las Plantas” escribio
extensamente sobre Lupinus albus, mencionando el tipo de suelos que necesita y

como debe ser sembrado.




En Roma y Grecia el cultivo de lupino blanco (L. albus), se llevé a cabo
ampliamente y fue descrito por tratadistas romanos, quienes frecuentemente
hacen referencia de éste como una planta que crece en termenos pobres e

infértiles.

Asi mismo, consideraban la importancia de desamargar la semilla
artificialmente para que pudiera ser utilizada en la alimentaciéon del ganado y de
manera moderada para el consumo humano, sobre todo en las clases mas pobres
y en casos de fuerte necesidad. De hecho, la semilia de esta planta tuvo una
importancia tal que fueron utilizados en la antigua Roma como unidad de cuenta o
‘moneda de baja denominacion cuyo nombre fue “Nummus Lupinus” (Giadstones,

1974).
2.2. Los Lupinus del Viejo Mundo

De las aproximadamente 400 especies de Lupmus"existentes en el mundo,
sblo doce se enf:uentran en el viejo mundo, desde los alrededores del
mediterraneo hasta el este de Africa, la mayor parte del resto se distribuyen en el
continente americano (Dunn, 1984). Las especies del viejo mundo son: L. albus
(lupino blanco, llamado asi por el color de su flor), L. luteus (lupino amarilio), L.
angostifolius (lupino de hoja angosta), L. consentinii, L. atlanticus, L. pilosus, L.
micranthus, L. hispanicus, L. palestinus, L. digitatus, L. princei, L. somaliensis

(Gladstones, 1974).



La historia moderna del cultivo de los lupinos amargos (llamados asi por el
sabor caracteristico de estas plantas el cual se debe a su contenido de alcaloides,
en oposicion a las especies duices o con baja proporcion alcaloidea) en el norte de
Europa, pudo haber empezado en 1781 cuando el rey Federico Il de Prusia,
también conocido como Federico el Grahde, manddé a manera de experimento
semillas de L. albus de Itaiia con el objeto de mejorar los suelos pobres del norte
de Alemania, donde persistié ef cuitivo durante las seis décadas siguientes. Sin
embargo, el cultivo no fue exitoso debido a la maduracién tardia de las plantas y a

la pobreza de los suelos (Hondelmann, 1996).

Mas tarde, en 1841, un granjero llamado Brochard cultivé exitosamente
lupino amarillo (L. luteus), el cual tuvo una mejor adaptacion que Lupinus albus en
esta zona de Alemania y lo mostré6 por primera vez en el mercado de
Brademburgo en ese mismo afio, de tal manera que veinte afios mas tarde L.
luteus se convirtid en una parte esencial de la agricuitura de la zona costera
Baltica, siendo utilizado en los suelos acidos y arenosos (Honde!madn, 1996;

Gladstones, 1974).

»

Sin embargo la aparicién de lupinosis (enfermedad causada por una
micotoxina, producida por el hongo Diaparthe toxica, el cual coloniza a las plantas

de Lupinus) provoco una baja produccion det cuitivo en las décadas siguientes.




2.3. Los Lupinus de América

Un desarrolio paralelo a los Lupinus del viejo mundo fue el que acontecié en
América, la especie con mayor importancia agricola y cultural es L. mutabilis que
crece en las tierras altas andinas de Sudamérica. Este fue importante en la
alimentacion de los pueblos andinos, de hecho existen hallazgos arqueolégicos
del siglo VI 6 VIl a. C. que evidencian su cultivo. También se encontraron semillas
en las tumbas de la cultura Nazca (100-800 d. C.), en civilizaciones posteriores se

utilizé en rotacién de cultivos (Hondelmann, 1996).

Durante la existencia del imperié Inca, ésta planta alcanzé su ditimo y mayor
auge, en donde el cultivo se expandié desde Venezuela hasta el norte de
Argentina. Actualmente todavia se encuentran parcelas de L. mutabilis conocido
con el nombre de “chocho” (espafiol) o “tarwi” (aymara), éstas existen entre los
2,500-4,000 msnm, o de manera silvestre en las orillas de los caminos.
Usualmente el agricultor andino lo utiliza en rotacién de cultivo en la alternativa
papa-cebada-lupino (Gross y Baer, 1977). Asi mismo, se usaba para dos fines;
religiosos en ritos,‘ festivales, y medicinales para enfermedades de! corazén,
reumatismo, malaria y parasitosis (Lépez-Bellido y Fuentes, 1986). Sin embargo,
la llegada de los conquistadores esparioles provocd una pérdida progresiva de fa
agricultura tradicional andina, la cual no retomé interés hasta hace un par de

décadas (Gladstones, 1974).



2.4. El desarrollo de Lupinus en la era moderna

No fue sino hasta la primera guerra mundiat (1914-18), donde se retom¢ el
interés en el cultivo de Lupinus dada la desesperada necesidad de una fuente

proteica de bajo costo, siendo los afios de posguerra los de mayor desarrollo.

Como resultado de {a posguerra, se tuvieron nuevas variedades de L. lufeus
y L. angostifolius. En la década de los veintes, estas variedades amargas tenian

ventajas en maduracion y ablandamiento de la semilla. De tal forma que, para

‘finales de la década existia ya una fuerte linea de investigacién de Lupinus que

empezé en Polonia bajo el mando del profesor Stefan Barbacki (Gladstones,

1974).

La idea de hacer un cultivc libre de alcaloides surgié en el presente éiglo,
cuando en 1913 Von Ramker, sugiere la primera posibilidad tedrica de eliminar los
alcaloides presentes en la planta, mediante métodos genéticos (Hondelmann,
1896). Sin embargo, la idea no tomo importancia debido a que los lupinos utilizan
los alcaloides como defensa ante sus depredadores; insectos y mamiferos
herbivoros, asi como los hacen resistentes a algunas enfermedades debido a ias

propiedades antibacteriales, antifungicas y antivirales (Schmeller y col., 1994).

En 1928 Von Sengbusch (1898-1986) investigador del “Instituto Wilhem
para la Investigacion Genética en Berlin™ selecciond el primer cuitivo de lupino

bajo en aicaloides, surgiendo la mejora moderna del lupino (Gladstones, 1974).




Esto representé una de las primeras aplicaciones en cultivos de la genética

Mendeliana (Putnam, 1991).

Al inicio del nuevo milenio, siete especies de Lupinus han sido totalmente
domesticadas; L. mutabilis, L. consentinii, L. atlanticus, L. pilosus, L. albus, L.
luteus, L. angustifolius. De éstas, sélo una es de origen americano L. mutabilis.
Actuaimente y mediante técnicas modernas de ingenieria genética como la
tecnologia recombinante del DNA, se han desarrollado un gran numero de

variedades duices (Gladstones, 1974).

La resultante de los pioneros responsables del desarrollo actual (después
de 1945) de los lupinos es, haber formado un nuevo banco de genes de lupinos

dulces, logrando un cultivo de importancia en muchos paises.

En la actualidad se siembran mas de un millén de hectareas anualmente en
Australia, que es primer productor mundial de Lupinus (Cowling, 1984). El lupino
representa el 1% de la produccién mundial de granos, y también ha sido
reconocido internac}onalmente como una fuente importante de proteina de origen

vegetal.
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Ademas del avance en materia de reduccion en contenido alcaloideo, se
han desarrollado variedades resistentes a ciertas enfermedades que atacan a la
planta, sobre todo a las especies dulces, debido a que los alcaloides son una

defensa natural.

En la década de los sesenta y setenta, se desarrollé resistencia al hongo
Fusarium spp. Mediante el gen Fus1 que ha mantenido una resistencia efectiva

contra la parasitosis de este hongo en L. lufeus y L. angostifolius (Troll, 1964).

Durante los afios ochenta en Australia, se lograron dultivos resistentes a
Diaporthe toxica, hongo que parasita los lupinos, produciendo una micotoxina
causante de lupinosis en vertebrados, enfermedad que causa una mitosis anormal
de los hepatocitos &Warren y col., 1989). Ademas, se establecieron barreras
genéticas contra otros organismos como: Stemphylium vesicarium, Glomerella
cingulata, Pleiochaeta setosa, Bean Yellow Mosaic Virus (BYMB), Cucumber

Mosaic Virus (CMV), entre otros (Gladstones, 1974).
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2.5. Taxonomia y sistematica
Takhtajan, en 1987, clasificé al género Lupinus de la siguiente manera:

1. Division: Magnoliophyta (Angiospermae).
2. Clase: Magnoliopsida (Dicotyledone).

3. Subclase: Rosidae.

4. Superorden: Fabanae.

5. Orden: Fabales.

6. Familia: Leguminosae (Fabaceae).

7. Subfamilia: Papilionoideae.

8. Tribu: Genistea.

9. Género: Lupinus.

Los datos serolégicos y la secuenciacion de los genes, Rbcl e TS, je han
permitido la clasificacion como taxdn monofilético dandole las caracteristicas

propias del género Lupinus (Wink y col., 1995).

2.6. Descripcién botanica y morfologia del género Lupinus

Los integrantes de este género, son plantas herbaceas o arbustivas,

anuales o perennes; tallos solitarios, cespitosos o0 abundantemente ramificados de '

0.5 a 3.0 m de altura; hojas alternas, estipuladas, paimadamente compuestas,

rara vez simples, de 4 a 12 foliolos; flores en racimos terminales pedunculados
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que normalmente sobresalen del follaje, racimos de 0.3 a 0.5 m o mas largos;
bracteas florales caducas o persistentes, usualmente deciduas en antesis de largo
variable, flores con pedicelos de 2 a 12 mm de largo; bractéolas comunmente
presentes, adnates a la base del caliz, linear-subuladas; céliz fuertemente
bilabiado, labios enteros o dentados, el superior (adaxial), bifido, el inferior
(abaxial), tridentado; corolas zigomorfas, generalmente azules o azul-moradas con
una mancha blanca a amarilla en ef centro del estandarte por encima del angulo
producido por su mitad exterior que es refleja, ocasionalmente las flores son
rosadas, rojas, blancas o amarillas; corolas glabras, excepto en fa quilia; quilla
glabra o ciliada a lo largo de los bordes superiores, falcadas o bien el margen
supeior casi recto, angulo del margen inferior de 80° a 120°; 10 estambres,
monadelfos, anteras dimérficas, alternando las més largas con las mas cortas;
fruto dehiscente mas o menos compreso fateralmente, con diversos tipos de
pubescencia, a menudo torulosa entre las semillas; ovuios de 4 a 12; semillas de
tamario y color variable, generalmente semejando el color del suelo del area en

que viven (Rzedowski y Calderén, 1979).
2,7. Ecologia del género

Como todas las leguminosas, los lupinos estan en simbiosis con bacterias
del género Rhizobium o Bradirhizobuim, lo que le otorga relevancia desde un
punto de vista econémico, ya que mejora la fertiidad de los suelos debido a la
fijacion biologica de importantes cantidades de nitrégeno, logrando asi su

aprovechamiento en caso de utilizarlo con otros cuitivos en rotacién, lo cual



13

disminuiria los costos de cultivo al reducir el uso de fertilizantes nitrogenados

(Jambrina, 1980).

2.8. Distribucion geografica de los Lupinus

Un gran numero de especies de lupinos se ubican en la costa y en las
regiones montanosas del oeste de Norteamérica, desde Alaska hasta la frontera
mexicana; en México, en las regiones superiores a los 1500 msnm. En las tierras
altas de los Andes en Per( y regiones vecinas; en Brasil, Uruguay y Argentina.
Algunas especies se encuentran en el este y sureste de las costas de Estados

‘Unidos, asi como en la region del Mediterraneo, incluyendo; Grecia, Turquia,

Espafia y Portugal. También existen en tierras montariosas tropicales de Africa

(Gladstones, 1974; McVaugh, 1987; Putnam, 1991).

2.9. Los Lupinus de México

México es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo,
albergdndose aqui un gran nimero de animales y plantas, el género lupinus no es
la excepcién, en nuestro pais existen, aproximadamente, 80 especies de lupinos

distribuidos en 26 estados (McVaugh, 1987).
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En Jalisco existen alrededor de 15 especies de lupinos distribuidos en su

mayoria en la Sierra Madre Occidental y Sierra Volcanica Transversal; localizadas

en los municipios de Tapalpa y Chiquilistian (Sierra del Halo), Mezquitic (San Juan
Peyotan y San Andrés Cohamiata), Tequila (Volcan de Tequila), Mascota (Cerro
del Molcajete y Lago de Juanacatian), Autian (Sierra de Manatlan), San Martin de
Bolafios (San Miguel de la Sierra), Mazamitla (Sierra del Tigre), Cuquio (cerca del
Rio Aguacaliente), Jocotepec (Sierra de Tecuan), Tonila (Volcan de Fuego), Talpa
{cumbre del Cerro Tejamanil y Sierra de la Campana), Ciudad Guzman y Ojuelos

{McVaugh, 1987).

L. montanus H.B.K. Esta especie se encuentra ampliamente distribuida en
Jalisco, usualmente en suelos pobres, arenosos y poco fértiles, sobre praderas
montafiosas en zonas abiertas de bosque de Pinus hartwegii, o como maleza en
habitats perturbados auna aititud de 2500-4000 msnm. Su floracidon es en

Diciembre y Junio (McVaugh, 1987).

L.exaltatus Zucc. Se localiza en zonas abiertas en bosques de pino-encino,
y ésta es la especie mas abundante en Jalisco, cominmente se encuentra como
maleza en zonas perturbadas o cultivadas, asi como al borde de los caminos, en
las montafias de la Sierra Volcanica Transversal, entre los 1800-2800 msnm. Su

época de floracion es en Agosto y Enero (McVaugh, 1987).



2.10. Caracteristicas alimenticias

Las semillas de varias especies de Lupinus se han utilizado comao alimento
por mas de 3,000 afos en el area de! Mediterraneo (Gladstones, 1974), y por mas
de 6,000 arios en las tierras altas Andinas (Uauy y col., 1995). Sin embargo, nunca
se les ha dado {a misma importancia que otras plantas de cuitivo como; la soya o
el frijol. Los consumidores de esta semilla solian ponerla en agua cofriente para
remover a mayor parte de los amargos y toxicos alcaloides y después guisaban o
tostaban las semillas para darle mejor sabor. No obstante, el descubrimiento
moderno de especies mutantes bajas en aicaloides ha impulsado su desarrollo

como planta de cuitivo (Gladstones, 1974).

El analisis quimico proximal de semillas de lupinos demuestra que éstas
tienen una elevada cantidad de proteina entre 36 y 40 %, carbohidratos 40 a 50 %,
fibra cruda de 10 a 15 %, grasa cruda 6 a 12%, humedad de 85 a 90 %, estos
rangos nos muestran valores promedios tipicos de lupinos europeos (Gladstones,
1974), o americanos incluyendo algunas especies mexicanas (Ruiz y col., 2000).
Los principales carbohidratos que muestran son: galactosa, arabinosa, acido
urénico, glucosa, n;anosa, xilosa y ramnosa. La mayoria de las proteinas que
contienen son de un grupc de globulinas llamadas conglutina;, que contienen en
su mayorfa tres tipos de proteina conglutina o, conglutina B y una proteina
especifica de los lupinos llamada conglutina 5 (Blagrove y Gillespie, 1975),

aunque, el perfil de aminoacidos nos muestran que son deficientes en lisina,

treonina y metionina (Gladstones, 1874).



Cuadro1
Contenido tipico de minerales para
la mayoria de las especies de lupinos.

oo ... Minerales
Caicio Hierro
Magnesio Manganeso
Fésforo Molibdeno
Potasio Zinc

Sodio Cobalto
Azufre Selenio

Cobre
*Gross (1990).

2.11, Alcaloides. Definicion y clasificacion estructural

Una definicién simple y general de alcaloide es la que sugiere Pelletier
(1983); “un alcaloide es un compuesto ciclico que contiene nitrégeno en un estado
de oxidacion negativa, cuya distribucién es limitada en organismos vivos.” El
caracter basico, no es un requisito para un alcalioide y la quimica de los atomos de

nitrdgeno admite por o menos cuatro grupos de compuestos nitrogenados

- (Roberts y Wink, 1998):

a) Aminas secundarias y terciarias; son mas o0 menos protdnicas debido a lo cual
tienen propiedades hidrofilicas a pH< 7.0 6 en la mayoria de los casos son

lipofilicas y no proténicas a pH > 8.0. Este es el clasico tipo de alcaloide.

b) Compuestos amino cuaternarios; son muy polares, cargados a todos los valores

de pH, por sus caracteristicas tienen que ser aistados como sales.




c) Compuestos amino neutros; los que incluyen los alcaloides tipo amida.

d) N-Oxidos; que son por lo genera! altamente solubles en agua y frecuentemente

encontrados en muchas clases de alcaloides.

2.12. Alcaloides. Distribucion natural

La distribucion de los alcaloides es muy amplia, en ef reino animai se han
encontrado en diferentes grupos de artropodos (Coleoptera, Myriapoda, Arachnida
e Hymenoptera), vertebradas (Amphibia, Dendrobatide) y animales marinos de los
grupos Bryozoa y Ascidians (Roberts y Wink, 1998). También se encuentran en
hongos, algas y vegetales inferiores. Sin embargo, la principal fuente de alcaioides
son las plantas superiores; las dicotiledoneas sdn el grupo de piantas donde mas
alcaloides se han encontrado, seguido por las monocotileddéneas (Dominguez,

1973).



2.13. Alcaloides quinolizidinicos

Los alcaloides quinolizidinicos son derivados de la quinolizidina en
complejidad variable, aunque en su mayoria son biciclicos 6 tetraciclicos {2 6 4
anillos de nitrégeno), aparecen como aminas terciarias y como N-6xidos (Muzquiz

y col., 1982 ; Ruiz, 1997).

Se distinguen de otros alcaloides, por la presencia de por lo menos, un
sistema de anilio quinolizidinico (Wink, 1993; Salatino y Gottlieb, 1980; Kingharn y
Balandrin, 1984). De acuerdo al grado de sustitucion, por lo menos ocho grupos
de AQ pueden ser distinguidos en los siguentes tipos estructurales; (1) lupinina,
(2) leontidina, (3) esparteina/lupanina/muitiflorina, (4) a-piridonico, (5) matrina, (6)
Ormosia, (7) piperidinicos y dipiperidinicos y (8) estructuras miscelaneas (La fig. 1,

muestra diferentes estructuras de AQ y la cafeina) (Wink, 1993).
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Fig.1 Estructuras de aigunos alcaloides quinolizidinicos y de la cafeina.
Fuente: Wink (1993).

2.14. Distribucion natural de los AQ

Los AQ estan distribuidos principaimente en las leguminosas (Fabaceae).
’ Esta es la tercer familia mas grande de plantas con flores, después de Compositae

y Orchidaceae, contiene 650 géneros y, 18,000 especies aproximadamente.
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Los AQ se producen y acumulan en las llamadas leguminosas primitivas
como son las tribus: Genisteae (Lupinus), Sophoreae, Daibergieae, Euchresteae,
Thermopsidae, Bossiaeae, Brongniartieae, Podalyrieae, Liparieae y Crotalarieae
(Kinghorn y Balandrin, 1984). La transferencia de AQ a plantas hospederas de
especies productoras de AQ es posible, como en el caso de especies
pertenecientes a Scrophulariaceae (Wink, 1993a). Los diferentes tipos
estructurales de AQ, no estan homogeneamente distribuidos en las leguminosas,
por ejemplo; los del tipo lupanina/esparteina/multiflorina, asi como los del tipo
lupinina y derivados (ésteres y formas hidroxiladas) estan presentes en unos

cuantos géneros, principalmente en Lupinus (Wink, 1993).

Por ofro lado, algunos insectos especializados en parasitar plantas que

contienen AQ (ej. Macrosiphum albifrons, Aphis genistae y A.cytisorum) pueden

almacenar de manera activa los AQ vy utilizarlos como una defensa contra sus
predadores (Wink y col., 1992a; Wink y Witte, 1985,1991; Wink y Rémer, 1986).
Sin embargo, sélo Fabaceae posee los genes necesarios para la biosintesis,

transporte y almacenamiento de AQ (Wink, 1993).



2.15. Biosintesis y metabolismo de los AQ en Lupinus.

La biosintesis de los AQ, se realiza en las partes aéreas verdes de la planta
y su sitio intracelular es el cloroplasto (Wink y Hartmann, 1982). La biosintesis se
regula por la luz, de esta manera las concentraciones de AQ poseen un ritmo
diurno, con una produccién estimutada durante el dia. Ademas, los AQ son
transportados por el floema a otras partes de la planta (Wink y Witte, 1891) y son
acumulados predominantemente en estratos celulares subepidérmicos.
Especialmente, las semillas son ricas, ya que pueden guardar hasta 8% de su

peso seco como alcaloides, ademas éstos desaparecen de hojas senescentes

durante el periodo vegetativo y son movilizados a otras partes de {a planta (Wink,

1993).

Los AQ se sintetizan a partir del aminoacido L-lisina (C6N2), la cual sufre un
proceso de descarboxilacion, debido a la presencia de la descarboxilasa de la
lisina, una enzima presente en cloroplastos de Lupinus. Esto da como producto a
la cadaverina (C5N2), un precusor e intermediario entre lisina y los AQ (Wink y
Hartmann, 1982). Asi, los 2 atomos de nitrédgeno del esqueleto quinolizidinico
(C15N2) de los alcaloides son derivados de lisina o cadaverina { Ver fig.2) (Rana

y Robins, 1986; citados por Golebiewski y Spenser, 1988).
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Fig.2 Estructuras de cuatro precusores de AQ

La lisina suple una unidad intermediaria de carbono-nitrégeno (C5N2),
transformandose en cadaverina por pérdida de un carbono. La cadaverina a su
vez, suple a las dos cadenas C5N de los alcaloides (Golebiewski y Spenser,

1988).

Con el uso de indicadores radioactivos, se sugiere una distribuciéon
equitativa de los 3 segmentos C5 sobre el esqueletc C15N2 de los alcaloides, que
puede explicérse en funcion de que éstos son derivados de A'-piperidina
(Golebiewski y Spenser, 1988). Este modela biogenético, también evidencia la
estereoquimica de los aicaloides y define la region de ia biosintesis, ademas de
que es enteramente consistente con los resultadas mas recientes de incorporacion
de substratos marcados con "°C,y 2H (Golebiewski y Spenser, 1988). La piedra
angular de este modelo, es la incorporacién equitativa de ™“C 6 '*C dentro de tres
segmentos C5 de los alcaloides (Golebiewski y Spenser, 1988). En efecto, los
datos apuntan a otros intermediarios entre cadaverina y los AQ como el 5-
aminopentanal; aldehido derivado por la pérdida de un atomo de hidrégeno en la
cadaverina 6 a la base (Schiff) ciclica del 5-aminopentanal, la A'-piperidina

(Schtte y col.,1961,1962; citados por Golebiewski y Spenser, 1988), resuitado de
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una deaminacién oxidativa 6 transaminacion del 5-aminopentanal y catalizada por
las enzimas diaminoxidasa (Richards y Spenser, 1983; citados por Golebiewski y
Spenser, 1988) & diaminoaminotransferasa, respectivamente (Hasse y Schmid,

1963; citados por Golebiewski y Spenser, 1988).

Debido a esto A'-piperidina también sirve como intermediario en la
biosintesis de los alcaloides de Lupinus y suple las dos cadenas CSN que
producen unidades N-1,C-2,-3,-4-5,-6 y N-16,C-15,-14,-13,-12,-11, asi como a las
cadenas C5 que forman la unidad central C5 de los alcaloides (Schitte y

col., 1961, 1962; citados por Golebiewski y Spenser, 1988).

Los experimentos realizados con isotopos radioactivos, revelan que el
carbono derivado de A"piperidina, se incorpora a lupanina de manera especifica
(Golebiewski y Spenser, 1958). De manera similar, los substratos con '*C; a partir
de lisina y cadaverina se conducen dentro de algunos tipos de alcaloides que
poseen unidades C15N2 (Schite y Steelig, 1968, Nowakci y Byerrum, 1964,
citados por Golebiewski y Spenser, 1988). Ademas la incorporacion de Bc
derivado de cadaverina yfo lisina, produjo alcaloides casi equitativamente
enriguecidos en cada uno de los seis sitios de carbono adyacentes al atomo de

nitrégeno en los alcaloides de lupinos (Golebiewski y Spenser, 1988).

En resumen, los atomos de carbono C-2,C-6,C-10,C-11,C-15 y C17 dentro

de [upanina, 13a-hidroxilupanina (Robins y Sheldrake, 1987a; citados por




Golebiewski y Spenser, 1988) y esparteina (Rana y Robins, 1986; citados por
Golebiewski y Spenser, 1988) son derivados de lisina, (Golebiewski y Spenser,
1988) 6 cadaverina (Ver fig. 3)( (Robins y Sheldrake, 1987a; citados por

Golebiewski y Spenser, 1988).

CHO
CHO HaN
—
NHy OHC
NHy
Fig. 3 Incorporacion de tres unidades CsN derivadas

de L-lisina o cadaverina dentro de el esqueleto
bisquinolizidinico de los AQ.

Esta distribucién en los indicadores, junto con la evidencia presentada con
anterioridad sobre la retencién de enlaces intactos de C—N de cadaverina en los
alcaloides (Rana y Robins, 1985, 1986; citados por Golebiewski y Spenser, 1988)
y la especificidad de entrada de la A’-piperidina, indica que el esqueleto de los
alcaloides se genera desde tres unidades C5N de cadaverina idénticas

(Golebiewski y Spenser, 1988).

2.16. Toxicidad y actividad biologica de los alcaloides quinolizidinicos de

Lupinus

Los AQ son el principal factor antinutritivo que impide la alimentacion directa
con esta planta, que se caracteriza por una alta cantidad de proteina (en promedio
un 40%), ademas de poseer carbohidratos, lipidos y fibra dietética. Los AQ

tienen una funcién biolégica activa al repeler a los predadores naturales de
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Lupinus, sean herbivoros o fitopatdgenos, ya que los AQ son directamente
mutagénicos (Keeler, 1976) y toxicos a una amplia gama de organismos y
constituyen una defensa quimica contra los mismos (Wink, 1985, 1987, 1988,
1992a, 1993a,b). Asi, se han estudiado diversas actividades aleloquimicas de los

aicaloides de Lupinus como son:

Actividad en microorganismos

*Inhibicion de multiplicacion viral por esparteina (Wink, 1992b).
*Inhibicidn de crecimiento bacterial por esparteina, (Wink, 1992b),

lupanina, angustifolina y 13-hydroxylupanina (Tyski y col., 1998).

*Actividad fungistatica y fungicida por una mezcla sinérgica de AQ en

Fusarium spp. (Arias y col., 1999).

Actividad alelbpética

*Inhibicion en germinacion de semillas por esparteina, lupanina, citisina (Wink,
1985; Muzquiz y col., 1994).

*Inhibiciéon del crecimiento radicular por esparteina y citisina (Wink, 1985).

Actividad en animales

*Reduccién de movilidad en nematodos y helmintos por N-metilcitisina y
matrina (Wink, 1992a).
*Accién repelente y toxicidad en diversas especies de insectos por esparteina,

lupanina, 13-Tigloiloxilupanina, citisina y lupinina (Wink, 1992a).
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Asi mismo, existen datos que reiteran la toxicidad de los AQ en diversas

especies de vertebrados como son:

+ En el pato, se presenté una disminucién en la eclosidn, biomasa y produccion
de huevo, asi como un bajo conteo de eritrocitos y contenido hematico en

embriones (Bednarczyk y col., 1987).

+ Se ha comprobado gue la anagirina, otro AQ, posee propiedades teratogénicas
para el ganado, provocando malformaciones en becerros, trastorno llamado
“enfermedad del becerro encorvado”, que ocurre cuando la vaca consume lupinos
ricos en anagirina (L. caudatus y L. senceus) entre los 40 y 75 dias de gestacion

(Keeler, 1973, |, II; Keeler, 1976; Keeler y Cronin,1975; Panter y Keeler, 1993).

+ En vacas productoras de leche alimentadas con lupinos amargos, se encontré
una disminucion de la ingesta alimenticia, pérdida de peso, asi como una menor
produccion de leche y menos cantidad de grasa en ella (Mukisirat y col., 1995). De
la misma manera, se observd una menor ganancia de peso en ratas y pollos

sometidos a dietas de lupinos amargos (Pastuszewska y col., 1988).
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. En ratones, se han encontrado lo siguiente; la dosis maxima no letal (DLO) de
esparteina y lupanina es de 30.7 mg/kg y 150 mgtkg, via intraperitoneal,
respectivamente. La DL100 (dosis. minima a fa cual muere el 100% dé los
animales) es de 150 mg/kg, para esparteina y 225 mg/kg, para lupanina (Yovo,
1982). La DL50 (dosis que mata a la mitad de los animales de prueba) para
esparteina y lupanina es de 36y 175 mgikg, via intraperitoneal, y de 220 y 410
mg/kg, mediante administracion oral, respectivamente (Yovo y col., 1984). En rata
la DL50 para lupanina equivale a 177 mg/kg, via intraperitoneal y 1664 mg/kg, via

oral (Petterson y col., 1987).

De manera paralela a los efectos toxicos antes mencionados, fos AQ,
pdseen propiedades farmacolégicas y medicinales. Actian como antipiréticos,
antiinflamatorios, antiarritmico cardiaco e hipotensivos, estimulantes y depresores
respiratorios, uteroténicos, diuréticos, hipoglicemicos, alucindgenos,
antidiabéticos, anestésicos, relajante muscular y (Kinghorn y Balandrin, 1984)
oxitocicos, entre otros (Schmitt, 1980; Cohen, 1981).

Una de las vias én que los AQ provocan sus efectos es. mediante los
ganglios nerviosos, al inhibir la transmisién del influjo ganglionar simpatico del
sistema nervioso auténomo (Agid y col., 1988). Debido a estas propiedades
ganglioplegicas, dosis altas de lupanina y esparteina reducen el reflejo del seno
carotideo, asi como, el flujo coronario, la contraccion, la arﬁplitud y la velocidad

cardiaca (Duke, 1987; Bruneton, 1993). También reducen la actividad locomotora,



poseen un ligero efecto anestésico y sedativo (Pothier y col., 1998). Estudios
recientes demuestran que la lupanina es menos toxica que la esparteina debido a
que la primera tiene una capacidad de difusién mayor y puede desecharse mas

rapidamente (Yovo y col., 1984; Pothier y col., 1998; Duke, 1987; Bruneton, 1993).

La esparteina se aisld con facilidad de Cytisus scoparius (Fabaceae), y es
el dnico AQ que esta comerciaimente disponible y que se ha utilizado
ampliamente en medicina humana por sus propiedades antiarritmicas vy
oxitocicas; algunas presentaciones comerciales son: Anxoral™, Ariven™,
Cardiopax™, Depasan™, Diffucord™, Gelsadon™, Hypolind™, Hypotonin™,
Jatamansin™, Kanovenol™, Morfi™, Normotin™, Palpilax™, Perivar™,
Pulsnorma™, RR-plus™, Sedol™, Tachynerg™, entre otras (Roberts y Wink,
1998). De cualquier manera, un 10% de los pacientes son incapaces de
metabolizar la esparteina y esto les ha causado intoxicacién. Por éste efecto
colateral, el uso de la esparteina en la medicina moderna se ha restringido
(Schmeller y Wink, 1988}).

Tanto los efectos téxicos como farmacologicos de los AQ, pueden explicarse por
cuatro diferentes vias de accion a nivel molecular en el sistema nervioso:
*Actividad en receptores muscarinicos para acetilcolina (mACh)

{Schmellier y col., 1994).
*Actividad en receptores nicotinicos para acetilcolina (nACh)

(Schmeller y col., 1994).
*Inactivacién de canales de Sodio Na+ (Kérper y col., 1998).
* Inactivacion de canales de Potasio K+ (Kérper y col., 1998).

De esta manera los efectos secundarios y/o farmacolédgicos son inherentes a las

caracteristicas de la moiécula.



Con base a esto, se conoce que los AQ actlian como agonistas en los
receptores colinérgicos (ACh) (Kinghorn y Balandrin, 1984). Asi, en un extracto
alcaloideo de lupinos, se encontré una mezcla de diversos AQ. Sin embargo, éstos
son afines de manera especifica a receptores nACh 6 mACh. Los AQ afines a
receptores nicotinicos son menos activos en tos muscarinicos y viceversa (ver
cuadro 2) (Schmeller y col.,, 1994). Como ejemplo, la esparteina, activa al receptor
muscarinico, como resultado se tiene una actividad del misculo cardiaco
modulada a partir de dosis que estimulan o paralizan ganglios simpaticos (Agid y
col., 1988). Debido a que los receptores colinérgicos estan distribuidos
ampliamente en el cuerpo, distintos tipos de tejidos y organos pueden ser
afectados, en diferente grado por AQ (Schmelier y col., 1994).

Cuadro 2. Afinidad de Alcaloides Quinolizidinicos a receptores
Nicotinicos y Muscarinicos ACh.

Compuesto Receptor Nicotinico (uM) Receptor Muscarinico (uM)
AbINa ..o 193 33
Anaginina........cocceevieeieee 2096 132
Angustifoling............cceooen 500 25
Cytising.....cccovveeceece . 0.14 400
3u-Hidroxilupanipa.................... 190 74
138~ Hidroxilupanina................ 430 140
Lupanina.... 5 114
Lupining ... 500 190
N-Metilcitisina...........ccccooc...e. 0.05 417
Muttiflorina. ..o, 500 47
17-Oxosparteina........cc.ceeveeeenne. 155 118
Esparteina......cccocoeeeveireran, 331 21
Tetrahidrorhombifolina............... 310 129
130-Tigloiloxilupanina.............. 160 11

Los valores IC50 en uM indican la concentracion de un AQ particular que muestra el 50% de
especificidad del ligando marcado radioactivamente (Schmeller y col., 1994).
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Las células controlan cuidadosamente la homeostasis mediante fa
regulacion de los canales ionicos; como lo son los _canavles de sodio y potasio. Los
gradientes ionicos modulados por estos canales, son elementos primordiales en el
proceso de transporte activo, asi como en la ejecuciéon de las sefales muscular y
neuromuscular. Asi la esparteina inhibe el paso de K+, Na+ y modifica el
transporte a través de la membrana celuiar, blogueando asi la transduccion de la
sefial en células nerviosas (Schmeller y Wink, 1998) y musculares (Kérper y col.,

1998).

2.17. Rojo de trifeniltetrazolium

La sal de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium es un reactivo que actia como
indicador histoquimico de la actividad de las enzimas en la cadena respiratoria

mitocondrial (Cole y col., 1990).

La actividad de este organelo, puede observarse hasta de forma automatica
en las células del cerebro, aunque otros organelos como el nucleo fueran
destruidos (Liszczak y col., 1984). Este reactivo se utiliza por los patélogos, para
detectar areas de infarto en érganos como el corazén (Bederson y col., 1986;
Bednar y col., 1994) y el cerebro (Dettmers y col, 1994) y su reaccién es
comparable al método de tincion con hematoxilina y eosina (Bederson y col.,
1986), y junto con el ioduro de propidio, tifie muerne celular (ito y col., 1997) en

diferentes organismos como; animales de laboratorio, (Hoimbem y cof., 1993)



especies productivas y animales saivajes (Bederson y col., 1986; Baskaya y col.,

2000).

Por su elevada capacidad de marcacién también se puede introducir por
perfusién intracardiaca o por inmersion del tejido nervioso (lsamaya y col., 1991).
Esta sustancia, usualmente se utilizada en gatos y roedores como un marcador de
dafio temprano de tejido (Dettmers y col., 1994), para detectar isquemia en
roedores (Park y col., 1988) o bien para medir el volumen de! trauma provocado a
los animales por dafio cerebral causado por la perfusion de un fluido y medir de
esta manera el impacto cortical cerebral (Baskaya y col., 2000), asi como para
medir la extension del dafio histoquimico causado por la oclusion de la arteria

cerebral media (Cole y col., 1990; Hatfield y cot., 1991).



. HIPOTESIS

Los alcaloides quinolizidinicos de Lupinus montanus y exaltatus producen
———T T e

S ggrjo en el SNC de vertebrados, por lo que su aplicacion a nivel cerebroventricular

podra indicar-la magnitud,_localizacion y caracteristicas de la jgs@[ﬁen el SNC de

Ia rata.

IV. OBJETIVOS
! Generales

a) Conocer y analizar el perfil alcaloideo de semillas de L. montanus y L.

exaltatus.

b) Evaluar el efecto provocado por los extractos crudos de alcaioides
quinolizidinicos obtenidos de L. montanus y L. exaltafus en el SNC de la rata

mediante administracion intracerebroventricular.




Particulares

a) Analizar de manera cualitativa y cuantitativa los alcaloides presentes en

semillas de L. montanus y L. exaltatus mediante cromatografia de gas capilar.

b) Evidenciar la magnitud de las dreas en el SNC mas sensibles a los efectos
toxicos de los alcaloides de L. montanus y L. exaltatus, mediante marcaje con rojo

trifeniltetrazolium.

c) Evaluar el dafo neuronal producido en el SNC de la rata por la fraccidn
alcaloidea inyectada en el tercer ventriculo del cerebro mediante la descripcion
microscopica del tejido nervioso sometido al método de tincién de Niss! (violeta de

cresilo).




V. MATERIALES Y METODOS.

Este trabajo se realizé en las instalaciones del Departamento de Botanica y
Zoologia asi como en el Departamento de Medicina Veterinaria de la Universidad de
Guadalajara, durante el periodo comprendido de Noviembre de 1998 a Qctubre de

1999.

5.1 Colecta e identificacion de Lupinus

El estudio se llevo acabo con semillas de Lupinus exaltatus Zucc vy L.
montanus H.B.K del estado de Jalisco. Para esto, se colectaron piantas completas
con el propdsito de herborizar algunos ejemplares para su identificacién mediante
comparacién de sus caracteristicas morfologicas con los ejemplares depositados en
el herbario del Instituto de Botanica (IBUG), con la utilizacién de claves taxondmicas
y asesorados por especialistas. Una vez confirmada la identificacion de la especie,
se realizaron varias colectas en los lugares reportados por McVaugh (1987) en los
siguientes municipios; Zapotlan el Grande, Bolaios y Mezquitic. Se obtuvieron
vainas con semillas de Lupinus exaffatus y L. montanus en estado éptimo de

maduracion.
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5.2. Extraccion de alcaloides

El método de extraccion se basa en la técnica de Muzquiz y colaboradores
(1993). Se pesan 0.6 g de harina y se homogeneizan con 6 mi de &cido
tricloroacético al 6% durante 1 minuto a temperatura ambiente. La mezcla se
centrifugd durante 6 min. (700 g) y se decant6 el sobrenadante. La extraccion se
repite dos veces mas y los sobrenadantes se alcalinizan con 1 ml de hidréxido
sodico 10 M en una pera de decantacidon. Se extrae con cloruro de metileno (3 X

6 ml) y los extractos se evaporan hasta llegar a sequedad (26° C).

5.3. Deteccion de alcaloides. Modificacion de la técnica de Huitin y Torssell

(1985)

Cada fraccion de alcaloides por especie de Lupinus, asi como dos ensayos
testigo; uno positivo con una solucién con cafeina y uno negativo con extractos de
soya (Muzquiz y col., 1993), se determinaran por triplicado con los siguientes dos
reactivos sensibles a la presencia de alcalgides:

1) Reactivo Mayer; Se disolvieron 1.36g de HgCl; en 60 mi de agua y 5g de Kl en
10 m! de agua, se mezclaron las dos soluciones y se aforaron a 100 ml. La
solucidn no debe contener acido acético o etanol porque disuelve el precipitado.
Sélo se afiadieron unas gotas de reactivo ya que los alcaloides son solubles en

exceso a éste.




2) Reactivo de Dragendorff; Se disolvieron 8g de nitrato de bismuto pentahidratado
en 20 mi de HNO; al 30 % y 27.2g de Kl en 50m! de agua , se mezclaron las dos
soluciones y se dej6 reposar 24 horas, se decantd la solucién y se aford a 100 mi.

Resuitaron precipitados anaranjado-marrén.

Cuando cuaiquiera de las dos fracciones (extractos de L. montanus o L.
exalftatus) mostraron reaccién positiva con los dos reactivos, se considerd la
presencia de los alcaloides. Como patrones positivo y negativo se utilizd una

muestra de cafeina y soya respectivamente.
5.4 Cromatografia de gas capilar

Las mues.tras se analizaron por triplicado segun la técnica de Muzquiz y
colaboradores (1993). Se utilizé un cromatégrafo de gases (Perkin Elmer™,
Sigma™ 1B) con detector de ionizacién de flama, y columna capilar
{Teknokroma™) SPB-1 (30 m X 0.4 mm d.i.). 0.6 mi de aicaloides se disuelven en
1 ml de una solucion de cafeina (usada como patron interno) en metanol 2mg/mi.
Después de filtrada la muestra (Millipore™ 0.46 um), se inyecté (tipo splitiess) 1 ul
en un cromatdgrafo de gases. Las temperaturas del inyector y del detector fueron
240y 300° C, resbectivamente, y la temperatura del horno se programé de 150°C

a 235°C a 20°C por minuto, ésta temperatura permanecié durante 15 min. El gas
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portador fue helio con flujo de 1.1 mi/min.” Y presion de 5 psi. Los alcaloides

individuales se identificaron mediante curvas patron.

5.5. Metodologia para implantacidon de canulas via intracerebroventricular

(Icv)

Se utilizaron 15 ratas (Raftus norvergicus) machos jovenes variedad albina
de la cepa Wistar, entre 350 y 450 g de peso, a los cuales se les implanté una
canula en el ventriculo lateral derecho del cerebro de acuerdo a la siguiente
técnica; los animales se rasuran en el dorso de la cabeza. Después se colocaron
en un aparato estereotaxico David-Koppf, se anestesiaron mediante inyeccién
intraperitoneal de pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso), se colocaron las
barras auditivas y los incisivos del aparato estereotaxico (-3.3 mm) para fijar la

cabeza (cuidando que la cabeza quedara totaimente horizontai).

Con el animal inmovilizado, se realizé un corte en la piel del craneo por la
linea media, se inici¢ por detras de la comisura posterior de los ojos y se proiongd
hasta el nivel occipital, con un raspador de periostio con bordes romos. Se separo
lateralmente el tejido conectivo subcutaneo y el periostio, se partic de la linea
media hacia los lados para observar la sutura de bregma (anterior) y lamda
(posterior), se seco la sangre y se obtuvieron los registros iniciales de posicion;
antero-posterior, mediolateral y dorso-ventral, a partir de éstos se definié la

ubicacion del sitio donde se instalé la canula; - 1.4 mediolateral, 8.2 anterior a
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fambda y - 4.0 dorsoventral. Estas coordenadas corresponden a la ubicacion del

ventriculo lateral derecho (Paxinos y Watson, 1982).

Una vez definida la posicién de la canula, se realizé un orificio en hueso
craneal a baja velocidad con un microtaladro (Moto Tool™). Se bafd
constantemente con solucion salina isoténica la zona de penetracién a punto de
congelacion (para evitar necrosis secundaria resultante del calor que genera
taladrar el craneo), se practicé un orificio que permitiera la fijacion de una canula
con las siguientes dimensiones: 0.36 mm de diametro externo, 0.45 mm de
longitud y ajustada mediante un anillo para introducirse hasta una profundidad de
— 4.00 mm. En posicidon contralateral a la canula, se fijé un tornillo de Tmm de
diametro y 3 mm de largo, anclado en ei espesor del craneo, sin atravesarlo, para

lograr una cementacion adecuada de fa canula con el cemento dental (Viarden™).

Se limpié completamente la zona de implantacién para eliminar restos de
tejidos y se secd con papel absorbente para agregar cemento dental directarﬁente
sobre el hueso para cubrir totalmente el tornillo de anclaje y parte de la canula,
después se aplicé aire ligeramente caliente a una distancia no menor de 30 cm
para evitar quemaduras. Una vez fraguado el cementc;, se cubrié totalmente con
piel, para lo cual se suturé con seda trenzada fina de 4-000. Se separd la rata del
aparato estereotdxico y se regresd a sus condiciones habituales de

mantenimiento.
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5.6. Prueba toxicoldgica

Los animales previamente canulados fueron alojados en jaulas individuales’
bajo condiciones de bioterio hasta su recuperacién (3 dias). Luego se
distribuyeron al azar en un grupo testigo (T) y dos experimentales (tratados con

alcaloides obtenidos de L. exaltatus = grupo E y L. montanus = grupo M) de

cinco animales cada uno. Al grupo T, se le administré sélo el vehiculo de dilucion

(aceite de sésamo), mientras que, los grupos experimentales recibieron una ddsis
diaria de 45 nanogramos de alcaloides quinolizidinicos, durante 5 dias. Por via
intracerebroventricular, la penetracién de la sustancia fue lenta y en dos
aplicaciones; la primera de 5 microlitros (5 min.) y 10 minutos despues una
segunda aplicacién (5 min) con el resto del volumen. Eéto evité el dano por
presion intracraneal. Durante el estudio todos los animales recibieron una dieta

comercial para roedores y agua ad libitum.

Preparacion de los tejidos para evaluacion histologica (5.7- 5.9) mediante

microscopia optica (Nissl) y analizador de imagenes (CTT).
5.7. Perfusion intracardiaca

72 horas después del periodo de tratamiento, los animales se anestesiaron
con pentobarbital sédico (70 mg/kg de peso). Se realizé toracotomia amplia para
exponer el corazén y los puimones. Se pinzd ia arteria aorta tordcica descendente

con pinzas de mosquito y se realizé una incision en el vértice del ventriculo
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izquierdo para introducir una canuia roma del nimero 18, inmediatamente
después se secciond la auricula derecha y se pasd una solucion al 4% de
paraformaidehido con PBS 0.1 M y pH 7.4 durante ocho minutos (tejidos
destinados a parafinar para aplicar la técnica de Nissl) 6 una solucién salina
isotonica ajustada a pH 7.4 durante 4 minutos (tejidos destinados a reaccionar con
trifeniltetrazolium), ambas a temperatura corporal y bajo presion de 120 cm® de
columna de agua, con la ﬁnalidad de eliminar la mayor cantidad de sangre y fijar el
encéfalo. Al término de la perfusién, se practicd craneotomia y se extrajo el
encéfalo completo y al mismo tiempo se registré la posicionde la canula en el

ventriculo derecho del cerebro mediante observacion directa.
5.8. Método trifeniltetrazolium (Goldlusty col., 1996)

Inmediatamente después de la perfusién, dos cerebros de cada grupo, se
colocaron en una solucion 0.1 M de PBS a punto de congelacién. Posteriormente,
se realizaron cortes coronales a intervalos de 600 micras de espesor en un
vibrotomo (Leica™). Después, se dejaron en inmersién en una solucion al 2 % de
la sal de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium en PBS 0.1 M ( pH ajustado a 7.4)
durante 10 minutos a 37°C en bafo maria en completa obscurid;d. Durante el
bario, los tejidos se mantuvieron en constante movimiento de baja intensidad, para
asegurar la inmersién simétrica de toda la superficie. Posteriormente, el exceso

CTT se drend y los tejidos estuvieron en una solucion al 10 % de formalina a una

temperatura de 4°C.
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24 horas después, los cortes del encéfalo fueron separados y el tejido
meningeal suelto se removid. Posteriormente, los tejidos fueron ordenados por
grupos en una superficie plastica transparente y cubiertos con un fondo plastico
blanco (las secciones de !a parte anterior del cerebro fueron colocados con la
superficie posterior hacia abajo, el resto se colocé con la superficie anterior hacia
abajo, este procedimiento asegura que el area de cada corte solo sea contada una
vez). De esta manera, l0s tejidos se colocaron en la superficie de un escanner de

cama plana a color ( Primax™ modelo FB31ED) y se procedié a escanearios.

El escanner se controlé por computadora, PC-Compatible con ambientes
Windows y procesador Pentium, el programa fue Primax™ Power TWAIN, versién
5.0. El escanner fue ajustado para obtener imagenes en tamario y composicion
real, ademas de trabajar a 24 bit y resolucién de 400 pixeles por imagen, los
ajustes fueron los siguentes; brillo 7, contraste 7 y color 7. Las imagenes fueron
guardadas en archivos no comprimidos en discos magnéticos para la
determinacion posterior de tejido dafnado mediante un sistema automatizado de

analisis para imagenes.

Los tejidos presentaron dos colores blanco (0 blanquecino); el cual indica
una reduccion significativa en las enzimas funcionales de la mitocondria y por otro
lado un rojo oscuro; que marca una correcta actividad mitocondrial (Goldlust y col.,
1996). De esta manera, el area en color de las imagenes (blanco, rojo) y el area
totai se marcaron en el analizador (Leica™ modelo Q550) de manera

semiautomatica (las zonas mielinicas se excluyeron manualmente), por diferencia
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en el volumen de area {en micras) de las regiones anatémicas danadas, se
obtuvieron las dimensiones de estas que se convirtieron a valores porcentuales.
Posteriormente, se comprobd la efectividad del método mediante microscopia

Optica clasica (Nissl).
5.9. Método Niss! (Estrada y col., 1882)

Los tres cerebros restantes de cada grupo se deshidrataron en series
crecientes de alcohol; 70, 80, 90, 96 y 100 % durante 24 hrs. en cada uno.
Posteriormente, se incluyeron en liquidos intermediarios (benzoato de metilo y
alcohol bencilico). Se llevd a cabo la inmersiéon en parafina ! y It (24 hrs cada una)
a una temperatura de punto de fusion 54-56 " C. Con los bloques de parafina, se
hicieron cortes coronales de 20 micras de espesor en un microtémo
(REICHERT™) y se montaron en portacbjetos preparados con albumina. Para su
tincion, se desparafinaron con 2 pases de 15 min. en xilol y se hidrataron en
series crecientes de alcohol; 100, 96, 90, 80, 70, 40 % cada una con duracion de 5
min. De esta manera, la tincién fue mediante inmersion durante 5 min. en una
solucién ai 0.5% de acetato de violeta de cresilo (colorante Nissi, Sigma™ 5042).
Los tejidos fueron deshidratados mediante dos pases de aicohoi; 96 y 100 % (5
min c/u) y montados en resina Entellan (Merck™ 1079610100). Lo anterior,

permite evidenciar la topografia def dafio en el SNC.

Mediante esta técnica, los tejidos cerebrales tefidos se cuantificaron

mediante un equipo para analisis de imagenes Leica™ modelo Q550, las medidas
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de superficie celular (superficie tota! de la célula en micras) y superficie nuclear se
obtuvieron de manera manual (superficie del nucleo celular en micras) para los
nucleos Darkschewitsch y subiculum, ubicados en las coordenadas: interaural

3.2, Bregma —5.8 (Paxinos y Watson, 1982).

Analisis estadistico

Para determinar las diferencias estadisticas entre las medias de los grupos
se utilizo el andlisis unilateral de variancia por rangos de Kruskal-Walis, después
de la prueba de Dunn's para comparaciones multiples. Ambas pruebas se
realizaron con un nivel de significancia estadistica de P<0.05 y en el programa

Sigma Stat™ para Windows, version 1.0, Jandel Corporation.




6.1. Deteccién de alcaloides a partir de dos reactivos especificos

Vi. RESULTADOS
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Los resuitados mostraron la presencia de alcaloides en los extractos de L.

montanus, como L. exaltatus y cafeina, (utilizado como un patrén positivo debido a

que es un alcaloide) dando una reaccién positiva en los dos reactivos especificos

para alcaloides. Al mismo tiempo, el extracto de soya (utilizado como patron

negativo, debido a que carece de aicaloides) no mostrd reaccion aiguna a los

mismos reactivos (cuadro 3).

Cuadro 3. Se muestra la presencia de alcaloides contenidos en
cada uno de los extractos de Lupinus, y la cafeina.

Muestra | L.montanus | L.exaltatus Soya | Cafeina |
Reactivo
Mayer ++ ++ — ++
Dragendorff ++ ++ - ++

++ Reaccion positiva: clara formacién de! precipitado.
~— Ausencia de reaccién.




6.2. Cromatografia de gas capilar

Los alcaloides detectados y su respectiva concentracion en microgramos

por microlitro para L. exaltatus fueron; la lupanina como alcaloide mayoritario a
una concentracion de: 1251.34 ugiul, la 3-OH-lupaniana 509.58 pg/ul, la esparteina
74.60 pgrul, y en la 13-OH-lupaniana 55.36 ug/ul. Mientras que para el extracto de
L. montanus los datos fueron los siguientes: el alcaloide mayoritario fue la
esparteina a una concentracion de; 3347.16 ug/ul, la lupanina 2613.19 pgrul, la 13-
OH-lupanina 347.29 pg/ul, y la 3-OH-lupanina 325.39 pg/ul. La deteccion para el

alcaloide citisina se realizé en ambos extractos de Lupinus. Sin embargo, no se

enconto en ninguno de los casos.

Cuadro 4. Extractos obtenidos de L. exaltatus

Alcaloide TR DS cv
Cafeina 8.01 0.0504 0.6283
Esparteina 7.55 0.0556 0.7361
Lupanina 21.56  0.2367 1.0978

3-OH-Lupanina 24.61 0.0401  0.1361
13-OH-Lupanina  29.78 0.1547 0.5194

Cuadro 5. Extractos obtenidos de L. montanus

Alcaloide TR Ds cv
Cafeina 7.98 0.0204 0.2555
Esparteina 7.52 0.0140 0.1862
Lupanina 2193  0.0570 0.0136

3-OH-Lupanina 2462  0.0034 0.0140
13-OH-Lupanina  29.73  0.0306 0.1028
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En los cuadros 4 y 5 se muestran los siguientes valores: el promedio de los
tiempos de retencion de los alcaloides (TR), la desviacion estandar (DS) de los
TR, y el coeficiente de variacién (CV) de los TR, para los extractos de L. exaltatus

y L. montanus respectivamente.

A continuacion las Figuras 4 y 5 muestran los cromatogramas
correspondientes a los extractos de L. montanus y L. exaltatus respectivamente.
Asi como la resolucién y presencia de los cuatro alcaloides detectados y el
estandar interno utilizado (cafeina). El tiempo de corrida fue de 35.2 min. en

promedio para ambos ensayos.
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6.3. Descripcion de los hallazgos clinicos encontrados en los animales

posterior a la aplicacion de los AQ y mediante el método CTT

La ubicacion de las regiones danadas por los AQ se realizd segun las
coordenadas sefaladas por Paxinos y Watson (1982). En las zonas afectadas se
detectd una disminucién significativa en la sintesis de las enzimas funcionales de

fa mitocondria (Goldlust y col., 1996).

A continuacion los cuadros 6 y 7 presentan las areas y nlcleos afectados
que correéponden a cortes de cerebros expuestos a los extractos de L. montanus
y L. exaltatus, respectivamente, asi como los valores porcentuaies
correspondientes a dicha zona de dario (calculados a partir de la diferencia de
superficie por cada color, con respecto a la superficie total del corte). Las zonas
carentes de reaccion correspondientes a tractos fueron omitidas de la prueba con

base a concatenacién de las areas intactas de los cortes testigo.

Cuadro 6

Tejido expuesto al extracto de L. motanus y sometido a la reaccién de trifeniltetrazolium.

Ubicacion del corte (mm) _Regién Nucleos afectados %

« 1interaural 14.7 Corteza frontal y AOB, GrA, 26.36
Bregma 5.7 Nucleos Olfatorios. MIA VN.

« 2 Interaural 14.2 Corteza Frontai y AOE, EPI, 18.27

Bregma 5.2 Nucleos Olfatorios lo, Mi.
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+ Jinteraural 13.7 Corteza Frontai y Fr. 30.37
Bregma 4.7 Nucleos Olfatorios.

* 4 Interaural 13.2 Corteza Frontal y AOD, ACL, AOM. 13.52
Bregma 4.2 Nucleos Offatorios.

+ § lnteraural 13.2 Corteza Frontal y Fr, TT. 10.04
Bregma 4.2 Nucleos Offatorios.

* 6 Interaural 13.2 Corteza Frontal y lo. 6.58
Bregma 4.2 Nucleos Offatorios.

* 7 Interaural 12.7 Corteza Frontal y Fr, lo. 443
Bregma 3.7 Taenia Tecta.

* 8interaural 11.7 Corteza Frontoparietal fmi, FrPaM 6.06
Bregma 2.7 Area Sensorial y Motora. FrPaSS, RF, TuPl.

Corteza Primaria Olfatoria.
|

* 9 interaural 10.7 Corteza Frontoparietal

Bregma 1.7 Area Sensorial y Motora. ACg, FrPaM, 17.88

Caudado Putamen. FrPaSS§, LV, PO, SHi.
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*10 Interaurai 9.2 Corteza Frontoparietal mfb, VDBV. 19.42
Bregma 0.2 Area Sensorial y Motora.
Corteza Cingulada Anterior.

Nucleo Lateral Septal.

*11 Interaural 9.2 Corteza frontoparietal cg, Cpu, 0.80
Bregma 0.2 Area Sensorial y Motora. FrPaSSs, RF, Tu.
Corteza Cingulada anterior.

Ntcleo Lateral Septal.

+12 Interaural 8.7 Corteza Frontoparietai cg, Cpu, 2,60
Bregma -0.3 Area Sensorial y Motora. lo, RF.
Corteza Cingulada Anterior.

Nucleo Lateral Septal.

« 13 Interaural 8.2  Corteza Frontoparietal FrPaM, lo. 9.52
Bregma -0.8 Area Sensorial y Motora.

Area Preoptica Medial.

+14 Interaural 6.7 Corteza Frontoparietal CA2, CA3, 0.61
Bregma-2.3  Area Sensorial y Motora. FrPaSs,
Hipocampo Rostral. iml, RF.

Talamo. Hipotalamo.

- 15 Interaural 4.7  Corteza Frontoparietal alv, APT, CA1. CA2, 29.74
Bregma—4.3  Area Sensorial y Motora. CA3, CA4. cp, DG,

Comisura Anterior. DLG, F, fr, FrPaSs,




*16 Interaural 2.7

Bregma 6.3

+17 Interaural 1.2

Bregma -7.8

*18 Interaural 0.7

Bregma -8.3

+19 Interaural -0.3

Bregma -9.3

+20 Interaural -0.8

Bregma -9.8
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Nucleo Lateral 81, LP, mfb, MHb, ml,
Postalamico. mtg, O8I, opt, PF, #H,

PLCo, PMCo, PO, Po,

PP, PR, scp, str, SUM, sumx,

VLGMC, VLGPC, VPL, VPM, 21

Corteza Estriada Ent, RF, Str17, Str18, 13.35
Areas 17y 18. Str18a, TeAud.
Acueducto Cerebral.

Colliculos Superior e Inferior.

Corteza Eestriada. lfp, mi, Pn, Str17, 3.41
Areas17y 18. Str18, Str18a, s5.
Lemniscos Laterales.

Colliculos Superior e inferior.

Corteza Estriada bic, RSp!, RtTg, scp. 13.56
Areas17y 18.

Nucleos Pontinos Reticulares.

Cerebelo Anterior. CICDM, CICVL, Ent, 12.26
Nucleos Tegmentales. LSO, Mo5, tz.
Nucleos Parabraqueales.

Area Posterior del Cofliculus.

Cerebelo Anterior. 2, A5, CGPn, DPB, 28.41
Nucleos Parabracteaies. DR, DTg, F!, LC, LSO,

Nucteo Pontino Caudal. mep, meS, mi, mif, Mo5,




MSO, MTz, ocb, PnC,

py, RPn, s5, VCoA, VPB.

+21interaural -1.3  Cerebelo Medial. C1, C2, F1, 4.18
Bregma -10.3  Nucleos Vestibulares. GrCo, LTz, MSO,
Nucleo del Nervio Facial. PFl, py, rs, Sim, tz.
+22 Interaural -1.8 Cerebelo Medial. LatC, C1, C2, 0.96
Bregma -10.8 Nucleo del Nervio PFL, py, rs, tz.

Vestibulococlear.

+23 Interaural 4.8 Cerebelo Posterior. PM, Sp5C. 4.39 ‘
Bregma -13.8  Raiz del Nervio

Hipoglosai.

*24 Interaural - 4.8  Cerebelo Posterior. 12n, Cop, PM. 6.74
Bregma -13.8 Tracto Solitano.

Nucleos Reticulares.

Cuadro 7

Tejido expuesto al extracto de L. exaltatus y sometido a la reaccion de trifeniltetrazolium.
Ubicacion del corte (mm) Region Nucleos afectados %

« 1interaural 12.2  Corteza frontal Anterior. Fr, TT. 13.41

Bregma 3.2 Capa Ependimal y

Subependimal.




* 2 Interaural 11.7

Bregma 2.7

* 3 Interaural 10.7

Bregma 1.7

* 4 Interaural 10.2

Bregma 1.2

* 5 Interaural 9.2

Bregma 0.2

* § Interaural 8.7

Bregma -0.3

« 7 Interaurat 8.2

Bregma -0.8

+ 8 Interaural 7.7

Bregma -1.3

Corteza Frontoparietal

Area Sensorial y Motora.

Corteza Primaria Olfatoria.

Corteza Frontoparietal

Areas Sensorial y Motora.

Caudado Putamen

Corteza Frontoparietal
Area Sensorial y Motora.

Ntucleos Septales.

Corteza Frontoparietal

Area Sensorial Motora,

Corteza Cingulada Anterior.

Nucleo Lateral Septal.

Corteza Frontoparietal
Area Sensorial y Motora.

Nucleo Lateral Septal.

Corteza Cingulada Anteror.

Corteza Frontoparietal

Area Sensorial y Motora,

Corteza Frontoparietal

Areas Motora y Sensorial.

Ci, FrPaM, FrPaSs.

fmi, FrPaM, FrPaSs,

lo, RF, Tu, SHi, LV.

Agran, FrPaM,

FrPaSs, IG, RF.

¢g, CPuy,
FrPaM, FrPaSs, lo.

BSTL, CPu, df,

LSV, LSD, mfb, VP.

AA, FrPaM,

FrPaSs, HDB, |, lo, Tu.

B. BST, FrPaM,

FrPasSs, ic, LOT,

19.17

3.88

2.28

2.91

5.55

8.17

0.40
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* 9 interaural 7.2

Bregma -1.8

* 10 Interaural 7.2

Bregma -1.8

« 14 Interaural 6.2

Bregma -2.8

*12 Interaural 4.7

Bregma -4.3

Corteza Cingulada Anterior.

Comisura Ventral Hipotalamica.

Corteza Frontoparietal

Area Sensorial y Motora.

Hipocampo Anterior.

Talamo. Hipotalamo.

Corteza Frontoparietal

Area Sensorial y Motora.

Hipocampo Anterior.

Talamo. Hipotatamo.

Corteza Frontoparietal

Area Motora y Sensorial.

Tercer Ventriculo.
Corteza Cingulada

Posterior.

Corteza Frontoparietal
Area Motora y Sensorial.

Comisura Anterior.

Nucleo Lateral Postalamico.

RF, SFO, st, vhe.

AM, B, cc,
cg, CPu, CxA, FrPaM,

FrPaSSs, GP, LV, PT, RF.

AM, B, cc, cg,
CPuy, CxA, FrPaM,

FrPaSSs, GP, LV, PT, RF.

B, BL, BLV, BM, CA3, Cel,

CeM, cg, CL, em|, En, EP,

FrPaM, FrPaSsS, FStr, |, La,

LD, Po, PO, Rt, VPL, VPM.

BL, BM, CA3, cg, DG,

ec, En, LP, mfb, PCgq,

PLCo, RF, VLGMC, VLGPC.

10.65

4.98

412

3.81



*13 Interaural 4.2

Bregma -4.8

*14 Interaural 3.7

Bregma -5.3

*15 Interaural 3.2

Bregma -5.8

*16 Interaural 3.2

Bregma -5.8

* 17 Interaural 3.2

Bregma -5.8

Corteza Frontoparietal
Area Sensorial.
Corteza Cingulada
Paosterior.

Nucleos Mamilares.

Corteza Estriada Area 18.

Substancia Nigra.

Corteza Temporal Auditiva.

Corteza Estriada
Areas 17y 18.
Substancia Nigra.
Substancia Gris

Periacueductal.

Corteza Estriada
Areas 17y 18.
Sustancia Gris
Periacueductal.

Corteza Temporal Auditiva.

Corteza Estriada
Areas 17y 18.

Acueducto Cerebral.

AHi, BL, cg, df,

DG, dhe, Ent, FrPaSs,
InC, intG, ML, MM, MP,
PCg, PMCo, PR, S, scc,

SNR, VTA, ZI.

APT, bse, CG, cg, csc,
dhe, Dk, ICPC, IMCPC,
inC, mi, OPT, OT, pc,

Pag, PPT, RF, RPC, SC,

scp, Str18, TeAud.

3n, alv, CA1, CA2, CA3,

CGD, cp, MGD, MGM, MGV,

PMCo, RSpl, S, SNC, SNR,

Str17, Str18, Str18a, TeAud.

AF, cg, IF, ml, R, RLi,

RSpl, SNC, Str18a, TeAud.

CG, CGD, CGM, CLi,
DpG, DpWh, DR, Dsc, Ent,
InG, inWh, Me5, mif, MnR,

Op, PaS, Pn, PnQ, PrS, RF,

8.49

6.97

8.10

11.24

15.34
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RR, S, Str17, Str18, Str18a,

SuG, xscp, 2o.
*18 Interaural 1.7  Corteza Estriada bic, bp, CGD, CLi, DpG, 24.56
Bregma -7.3 Areas 17 y 18. DpWh, Dsc, Ent, InG, InWh,
Nucleos Pontinos. LTz, I, Me5, mi, mif, MNR,
Colliculos Superior Op, Pas, PBg, Pn, PnO, PrS,
e Inferior. RF, RR, rs, RSpl, S, SOL, Str17,

Str18a, SuG, VLL, xscp, Zo.

« 19 Interaural 1.2  Corteza Estriada bic, DpG, IC, InG, InWh, 5.93
Bregma -7.8  Areas 17 y 18. i, m5, mep, mi, Op, PaS,
Lemniscos Laterales. PBg, PPTg, PrS, RSp, s5,
Colliculos Superior Str17, Str18a, SuG, VLL, xscp.
e Inferior.
+20 Interaurai -0.3  Cerebelo Anterior. 2,3, 4n, C1, C2, CICDM, 10.01
Bregma -9.3 Area Posterior del CICVL, DTg, F1, KF, LC, mcp,
Coliculo. Me5, Mo5, PFI, PnC, Pr5, py,
Nucleos Tegmentales. RPr, rs, SubC, tz, VcoA, VPB, vsc.

Nucleos Parabraqueales.

L +21 Interaural -0.8 Cerebelo Anterior. 1,2, 3,4v,7n, 8n, bas, 21.28
‘ Bregma -9.8 Nucleos Parabracteales. C2, C2Pr5, CGPn, DR, DTgq,

' Nucleo Reticular FL, LC, LSO, LTz, m5, mcp, me5,

”’ Pontino Caudal. mi, Mo5. MSO, MTz, ocb, PFI, py,

RMg, s5, scp, &z, VCoA, VPB, vsc.
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+22 Interaurat -1.3  Cerebelo Medial. Fi, GrCo, PFL. 4.11
Bregma -10.3  Nucleos Vestibulares.

Nucleo del Nervio Facial.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos a partir de las pruebas Kruskal-Walis/ Dunn's, nos
indican que no huba diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
de los grupos experimentales. Sin embargo, éstos presentaron diferencias con

respecto al grupo T.

E! cuadro nimero 8 describe los resultados arrojados por el analisis
estadistico en donde S = Diferencia estadistica significativa, NS = Diferencia
estadistica no significativa, Vs = Comparado a, Grupo T = Grupo tratado con fa
sustancia vehiculo, Grupo M = Grupo experimental tratado con alcaloides
obtenidos de L. montanus, Grupo E = Grupo experimental tratado con alcaloides
obtenidos de L. exaltatus.

Cuadro 8 Diferencias estadisticas (CTT)
Grupo T Vs Grupo E S

Grupo T Vs Grupo M S
Grupo E Vs Grupo M NS
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A continuacién las figuras 6 y 7 (paginas siguentes) muestran y comparan
los cortes coronales mas significativos de tejido impregnado con rojo de
trifeniltetrazolium, en donde se muestran las zonas afectadas en los grupos M
(tercera columna), E (segunda columna), en oposicion al grupo T (primera

columna).
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6.4 Tincidn de Nissl

La observacion mediante microscopia optica realizada en tejidos con tincién
de Nissl, mostro diversos cambios morfologicos degenerativos en las neuronas
consistentes en: hinchamiento celular, gliosis, ondulacion de la membrana
plasmatica, desintegracién e hipertrofia del nicleo, fragmentacion de la cromatina,
compactacién de la cromatina y basofilia e hipertrofia del reticuio\endoplésmico.
Dichos cambios se presentaron en forma dispersa y con diferente intensidad

segun el &rea evaluada y el tipo de tratamiento (Fig. 7 Incisos a-h).

A continuacion los cuadros 9 y 10 presentan cada uno de los ntcleos y
areas afectados (localizados segun las coordenadas sefaladas por Paxinos y
Watson, 1982), correspondientes a cortes de cerebros expuestos pertenecientes a

los grupos M y E, respectivamente:

Cuadro 9
Ubicacion del corte (mm)  Region Nicleos afectados
* 1 Interaural 12.7 mm Corteza Frontal Anterior. aci, AQV, Fr.

Bregma mm 3.7 Capa Ependimal y

Subependimal.

* 2 interaural 12.2 mm  Corteza Frontal Anterior. aca, AOP, Fr, 10,.TT, Tu.
Bregma mm 3.2 Capa Ependimal y

Subependimal.




+ 3 Interaural 11.7 mm

Bregma 2.7 mm

* 4 Interaural 11.2 mm

Bregma 2.2 mm

* 5 Interaural 10.7 mm

Bregma 1.7 mm

+ 6 Interaurai 10.2 mm

Bregma 1.2 mm

7 Interaurai 9.7 mm

Bregma 0.7 mm

+ 8 Interaural 9.2 mm

Bregma 0.2 mm

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.

Corteza Primaria Offatoria.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.

Corteza Primaria Olfatoria.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.

Caudado Putamen.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.

Nucleos Septales.

Corteza Frontopanetal

Areas Sensorial y Motora.

‘Nucleos Septales.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.

Corteza Cingulada Anterior.

FrPaSs, PO.

Cl, FrPaM,Tu, PO.

Acg, Cl, CPy, FrPaM, ig,

LSI, LSV, PO, RF, SHi, TT, Tu.

Acb, Acg, Agran, Cl, CPu, En,
FrPaM, FrPaS$S, FStr, ICjM, IG,

lo, LSI, mfb, MS, RF, SHi, VDB.

Acb, aca, Acg, CB, Cli, CPuy, En,
FrPaM, FrPaSs, ICjM, lo, LSD,
LS!, LSV, MS, PO, RF, SH,

VDBV, VP.

aca, ACg, BST, CB, Ci, CPu,
En, FrPaM, FrPaSsS, FStr, icj,
ig, IG, LSO, LS, LSV, mfb, MS,

PQ, RF, SHi, Tu, VDBD, VDBV, VP.



* 3 Interaural 8.7 mm

Bregma -0.3 mm

* 10 Interaural 8.2 mm

Bregma -0.8 mm

* 11 Interaural 7.7mm

Bregma -1.3 mm

* 12 Interaural 7.2 mm

Bregma -1.8 mm

Corteza Frontoparietal

Areas Sensorial y Motora.

Corteza Cingutada Anterior.

Nucleo Lateral Septal.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.

Area Predptica Medial.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.

Talamo. Hipotalamo.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.
Hipocampo Anterior

Téalamo. Hipotalamo.

ACg, acp, ac, BSTL, BSTM,

Cl, CPu, CxA, df, En, f,

FrPaM, FrPaSS, FStr, GP,

HDB, ic, ICj, IG, lo, LPO, LSD, LSI,
LSV, mfb, MPO, Pe, PSCh, PO, RF,

SFi, SHy, Tu, VP.

AC, ACqg, acp, B, BAC, BSTL,
BSTM, BSTPOQ, Ci, CPu, CxA,

df, En, f, FrPaM, FrPaSs, FStr,
GP, HDB, |, ic, IG, lo, LPO, LSD,
mch, mfb, MPO, pe, PO, RF, SFi,

SFO, SI, sm, SO, st, TS, Tu, vhe, VP.

AA, ACg, ACo, AD, AHy, AM, AV, B,
BST, BSTPO, Ce, Cl, CPu, CxA, df,

En, f, fi, FrPaM, FrPaSS, FStr, GP,

l,ic, IG, LH, lo, LOT, LOTD, mfb, MPO,

Pa, PC, Pe, PO, PT, PVA, Re, RF, Rh,

Rt, SCh, SFO, SI, sm, SQ, st, vhe, VP.

ACo, AD, AHy, al, AM, AV, B,

BL, BST, CA3, Ce, CI, CL, CM,

CPu, CxA, DG, dhe, En, f, fi, FrPaM,
FrPaSs, FStr, G, GP, I, IAM, ic, IG,
La, LD, LH, LOT, Me, mfb, MD, MDL,
MHb, MT, PaMC, PaPC, PC, PCg, Pe,

PO, PT, PVA RCh, Re, RF, Rh, Rt,
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* 13 Interaural 6.7 mm

Bregma -2.3 mm

* 14 Interaural 6.2 mm

Bregma -2.8 mm

+ 15 Interaural 5.7 mm

Bregma -3.3 mm

Corteza Frontopanetal

Areas Sensorial y Motora.

Hipocampo Rostrai.

Talamo. Hipotalamo.

Corteza Frontoparietal

Areas Sensorial y Motora.

Tercer Ventriculo.
Corteza Cingulada

Posterior.

Corteza Frontoparietal

Areas Sensorial y Motora.

Tercer Ventriculo.
Corteza Cingulada

Posterior.

S0, VL, VM, sm, sox, st, ZI.

ACo, al, Arc, B, BAOT, BL, BLV,

BM, CA2, CA3, CA4, CC, Ce, CL,
CM, CPu, CxA, DA, df, DHC, DG,
dhc, em|, En, EP, f, fi, FrPaM,
FrPaSs, FStr, G, GP, |, 1AM, ic,

IG, IMD, iml, La, LD, LH, LHb, ME,
Me, mfb, MD, MDL, MHb, ml, mt,

PC, PCg, Pe, PO, PV, Re, RF, Rh, Rt,

sm, SOR, sox, st, VL, VM, VMH, VPL, ZI.

Aco, AHi, al, Arc, B, BM, BLV, CA1,

CA2, CA3, CA4, Cel, CeM, CL, CM,
CPu, CxA, df, DA, DG, DM, dhc, eml,

En, EP, f, fi, FrPaM, FrPaSs, FStr, G.
GP, ic, IG, IMD, La, lab, LD, LH, LHb, MD,
MDL, ME, Me, mfb, MHb, mt, PC, PCg,
Pe, PLCo, PO, Po, PV, Re, RF, Rh,

Rt, si, sm, SOP, SOR, sox, st,

VL, VM, VMH, VPL,VPM, ZI.

AHi, al, Arc, BL, BLV, BM, ¢, CA1,
CA2, CA3, CA4, Ce, CL, CM, CPy,
CxA, DA, DG, dh, dhe, df, DM, DMC.
eml, En, EP, f, FC, fi, FrPaM, FrPaSs,
FStr, G, HiF 1, ic, IG, IMD, La, LD, LH,

LHb, LP. MD, MDL, ME, Me, mfb, MHb, mi,



* 16 interaural 5.2 mm

Bregma -3.8 mm

+ 17 interaural 4.7 mm

Bregma 4.3 mm

+ 18 Interaural 4.2 mm

Bregma -4.8 mm

Corteza Frontoparietal

Areas Sensorial y Motora,

Tercer Ventriculo.
Corteza Cingulada

Posterior.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial.
Corteza Cingulada
Posterior.

Nucleo Lateral

Postalamico.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial.
Nucleos Mamilares.
Corteza Cingulada

Posterior.

mt, PC, PCg, PeF, PLCo, PO, Po, PVP,
Re, RF, Rh, Rt, sm, sox, st, VLP, VM,

VMHC, VMHDM, VMHVL, VMP, Z1.

AHi, Arc, CL, CM, CPu, CxA, df, dhe,

DLG, eml, f, FF, fi, FrPaSS, GrDG, ic, IG,

InfS, La, LG, LH, LHb, LMol, LP, MD, ME,

mfb, MHb, mi, Or, PC, PCg, PF, PH,
PLCo, PMCo, PMD, PMV, Po, POZI,
PVP, Py, Rad, RF, Rt, sm, Smt, sox,

SPF, st, TMCDM, VPL, VPM, VPPC, ZI.

AF, APT, CA1, CA2, CA3_, CA4, CMC,
cp, df, DG, dhc, DLG, F, f, fr, FrPaSs,
Gem, hbc, HiF, 1Bl, i, IG, LH, LP, mfb,
MHb, ml, MM, MMn, MRe, mt, mtg,
08I, PCqg, PF, PH, PMD, Po, PO, PP,
PR, RF, scp, SMT, sox, STh, str, SuM,
sumx, VLGMC, VLGPC, VPL, VPM, ZI.

AF, AHi, APTD, APTV, BL, CA1, CA2,
CA3, CA4, cp, df, DG, dhc, DK, Dk,
DLG, Ent, fr, FrPaSS. Gem, hbc, HiF,
IMCPC, IMPC, InC, IntG, LM, LP,
mC, MG, mi, ML, MM, MP, mp, mt,
mtg, OPT, OT, pc, PCg, PMCo, Po,
PP, PR, RF, S. SCO, scp, SG, SNC,

SNR, str, SuM, sumx, VLGMC,
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VLGPC, VTA, 2.

+ 19 Interaural 3.7 mm  Corteza Estriada Area 18. AF, AHi, APT, CA1, CA2, CA3, CA4,
Bregma -5.3 mm  Substancia Nigra. CG, cp, csc, DG, dhc, Dk, DLG, Ent,
Corteza Temporal Auditiva.  FC, FCSC, fr, HiF, ICPC, IF, IMCPC,
InC, LP, MG, ml, mp, MT, mtg, OPT,

OT, PBP, pc, PMCo, PN, Po, PP, PPT,
RF, RLi, RPC, S, SC, scp, SG, SNC,

SNI, SNR, Str18, TeAud, VTA,

+ 20 Interaural 3.2 mm Corteza Estriada AF, AHi, APT, CA1, CA2, CA3, CA4,
Bregma-58 mm Areas 17y 18. CG, CGD, CGD, cp, DG, Dk, eqg, Ent,
Substancia Nigra. EW, HiF, IF, InC, InG, InWh, IPC, IPIP,

Corteza Temporal Auditiva.  MGD, MGM, MGV, mi, mif, mp, Op, OT,
PBP, PMCo, PN, PP, PPT, R, RF, RLi,
RSpl, S, scp, SNC, SNL, SNR, Str17,

Str18, Str18a, SuG, TeAud. VTA, Zo.

* 21 Interaurat 2.7 mm Corteza Estriada bic, CA1, CA4, CG, CGD, CLi,
Bregma-6.3mm Areas 17y 18. cp, csc, DG, DpG, DpMe, digx,
Acueducto Cerebral. Ent, HiF, Hil, ifp, InG, InWh, IPC,
Coliculo Superior e IPC, IP\P, iPP, MGD, ml, mlf, Op,
Inferior. PaS, PrS, RF, RMC, RRF, RSpl,

S. scp, SNC, SNR, Str17, Str18,

Str18a, SuG, TeAud, tfp, VTA, Zo.

» 22 Interaural 2.2 mm Corteza Estriada bic, bp, CA1, CG, CGD, CGM, CLi,

Bregma-6.8 mm Areas 17y 18. cp, DG, DpG, DpMe, DR, dtgx, Ent,



» 23 interaural 1.7 mm

Bregma -7.3 mm

+ 24 Interaural 1.2 mm

- Bregma -7.8 mm

« 25 Interaural 0.7 mm

Bregma -8.3mm

« 26 Interaural ~0.3 mm

Bregma ~9.3 mm

Acueducto Cerebral.
Coliculo Superior

e Inferior.

Corteza Estriada
Areas 17y 18.
Nucleos Pontinos.

Coticulo Superior e inferior.

Corteza Estriada
Areas 17 y 18.
Lemniscos Laterales.

Coliculo Superior e Inferior.

Corteza Estriada
Areas 17y 18.
Nucleos Pontinos

Reticulares.

Cerebelo Anterior.

Nucleos Tegmentales.

GrDG, HiF, InG, InWh, IPA, IPIP,
IPOP, PP, mS5, MGD, mi, mif, Op,
PaS. Pn, PrS, RF, RRF, rs, RSpl, S,
s5, Str17, Str18, Str18a, SuG, Te, tfp,

ts, VTA, xsc, Zo.

bic, bp, CG, CGD, CGM, CLi, DpG,
DpWh, DR, DR, Dsc, Ent, InG, InWh,
ifp, I, Me5, me5, mi, mif, MnR, Op, Pas,
PBg, Pn, Pn0, PrS, RF, RR, rs, RSpl,
S, s5, Str17, Str18, Str18a, SuG, tfp,

xscp, Zo.

bic, bp, CG, CGD, CGM, DpG, DpWh,
DR, Dsc, Ent. IC, InG, InWh, {fp, Il, m5,
me5, Me$5, mi, mif, MnR, Op, PaS, PBg,
Pn, PnQ, PPTg, PrS, rs, RSpl, RtTg, s5,
Str17, Str18, Str18a, SuG, tip, ts, VLL,

xscp, Zo.

bic, CG. CGD. cic, CICDM, CICVL, Cnf,
DLL, DR, EIC, LDTg, If, m5, Me5, me5,
mi, mif, MnR, MTz, PrnO, PPTg, py, rs,

RtTg, scp, SOI, LTz ts, tz.VLL, Vtg.

2, 3, 4, 4V, Cb, CICDM, CICVL, DP8,

DR, DTg, Ent. Fl, KF, LC, LDTg, LSO,

63



Nucleos Parabraqueales.

Area Posterior del Coliculo.

» 27 Interaural -1.3 mm Cerebelo Medial.
Bregma -10.3 mm Nucleos Vestibuiares.

Nucleo del Nervio Facial.

« 28 Interaural —1.8 mm Cerebelo Medial.
Bregma -10.8 mm Nucleo del Nervio

Vestibulococlear.

LTz, m5, mcp, me5, Me5, mi, mif, Mo5,
MSO, MTz, PFl, PnC, Pr5, py, RPn, rs,
s5, scp, sm, smv, SubC, tz, VCoA,

VPB, vsc.

1,2,3,4,4Y,5,6,7,C1,C2,
Fl, GrCo, icp, LC, LSO, LTz,
Lve, mif, ml, MSO, acb, PFI,
PnC, PrF, py, RMg, Rpa, RPn,
rs, scp, SGe, Sim, sp5, Sp50,

SuVe, tz, VCoA, vsc.

2,3,4,56,7,C1,C2 DCo, g7,
Gi, GrCo, icp, Int, ), LatC, LVe,

mi, mlf, MVe, PCRt, PFI, PGi, PrF,
PrH, py, RMg, RPa, rs, scp, sp5,

Sp50, Su?, SuVve, tz, VCo.

Cuadro 10

Tejido expuesto al extracto de L.exaltatus y sometido a Ia tincidn de Nissl.

Ubicacion del corte (mm) Regidn

Nicleos afectados

+ 1 Interaurat 14.2 mm Corteza Frontal.

Bregma 5.2 mm Nucleos Olfatorios.

aci, AOB, AOD, AOE, AOL,
AQV, E, EP!, Fr, IGR, IP}, lo,

Mi, OV, RF, vn.
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« 2 Interaural 13.2 mm

Bregma 4.2 mm

+ 3 Interaural 12.7 mm

Bregma 3.7 mm

* 4 Interaural 12.2 mm

Bregma 3.2 mm

« 5 Interaural 11.7 mm

Bregma 2.7 mm

Corteza Frontal.

Nucleos Olfatorios.

Capa Ependimal y
Subependimal.

Corteza Frontal Anterior.

Corteza Frontal Anterior.
Capa Ependimal y

Subependimal.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.

Corteza Primaria OQlfatoria.

* 6 Interaural 11.2 mm Corteza Frontoparietal

Bregma 2.2 mm

Areas Sensorial y Motora.

Corteza Primaria Olfatoria.

+ 7 interaurat 10.7 mm Corteza Frontoparietal

Bregma 1.7 mm  Areas Sensorial y Motora.

Caudado Putamen.

« 8 Interaural 10.2 mm Corteza Frontoparietai

Bregma 1.2 mm

Areas Sensorial y Motora.

Nucleos Septales.

aci, AOD, AOL, AOM,

AQV, E, Fr,lo, OV, RF, TT.

AOM, AQV, DTr, E,
Fr, OV, PO, RF, TT.

AOP, E, Fr, OV, PO, RE, Tu.

aca, AOP, E, fmi, FrPaM, FrPaSs,

PO, RF, TuPI, TuPo, TuPy.

aca, Acb, CI, CPuy, En, fmi, FrPaM,

FrPaSs, lo, mfb, PO, RF Tu.

aca, Acb, ACg, Cl, CPu, En, fmi,
FrPaM, FrPaSs, FStr, IG, lo, LS,

LSV, mfb, PO, RF, SHi, TT, Tu.

aca, Acb, ACg, Agran, C!, CPu,
En, FrPaM, FrPaSs, FStr, ICj,
ICjM, IG, i, LSD, LSI, LSV, mfb,

MS, PO, RF, SHi, Tu, VOB, VP.
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* 9 Interaural 9.7 mm Corteza Frontoparietal

Bregma 0.7 mm

+*10 Interaural 9.2 mm

Bregma 0.2 mm

* 11 Interaural 8.7 mm

Bregma -0.3 mm

* 12 Interaural 8.2 mm

Bregma —-0.8 mm

« 13 Interaurat 7.7 mm

Bregma —1.3 mm

Areas Sensorial y Motora .

Nucleos Septales.

Corteza Frontoparietal.

Areas Sensorial y Motora

Corteza Cingulada Anterior.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Motora.
Cingulada Anterior.
Corteza Nucieo Lateral

Septal.

Corteza Frontoparietal

- Areas Sensonial y Motora.

Area Predptica Medial.

Corteza Frontoparietal

Areas Sensorial y Motora.

7t

aca, Acb, ACg, CB, ClI, CPuy,
En, FrPaM, FrPaS§, FStr, ICj,
ICjM, IG, lo, LSD, LSI, LSV, mfb,

MS, PO, RF, SHi, Tu, VDBD, VDBV, VP.

aca, ACg, BST, CB, CI, CPu,
En, FrPaM, FrPaSs, FStr, ICj,
IG, lo, LSD, LS, LSV, mfb, MS,

PO, RF, SHi, Tu, VDBD, VDBV, VP.

ac, ACg, acp, BSTL, BSTM,

Cl, CPu, CxA, df, En, f,

FrPaM, FrPaSSs, FStr, GP, HBD,
ic, ICj, IG, lo, LPO, LSD, LS!, LSV,
mfb, MnPO, MPO, ox, Pe.

PO, PSCh, RF, SFi, SHy, Tu,VP.

AA, AC, ACg, acp, B, BAC, BSTL,
BSTM, BSTPO, ClI, CPu, CxA, df,
En, f, Fr PaM, FrPaSSs, FStr, GP,
HDB, |, ic, IG, lo, LPO, LSD, mch,
mfb, MPO, ox, Pe, PO, RF, SFi, SFO,

Sl, sm. SO. st, TS, Tu, vhe. VP.

AA. ACg, ACo. AD, AHy, AM, AV, B,

BST, BSTPO. Ce. Cl, CPu. CxA, df,




* 14 Interaural 7.2 mm

Bregma ~-1.8 mm

« 15 interaural 6.7 mm

Bregma - 2.3 mm

+ 16 Interaural 6.2 mm

Bregma ~2.8 mm

Talamo. Hipotalamo.

Corteza Frontoparietal
Areas Sensorial y Matora.
Hipocampo anterior.

Talamo. Hipotalamo.

Corteza Frontoparietal

Areas Sensorial y Motora.

Hipocampo Rostral.

Talamo. Hipotalamo.

Corteza Frontoparietal

Areas Sensorial y Motora.

Tercer Ventriculo.

En, f, FrPaM, FrPaSS, FStr, GP, |, ic,
IG, LH, lo, LOT, LOTD, mfb, MPO, ox,

Pa, PC, Pe, PO, PT, PVA, Re, RF, Rn,

Rt, SHc, SFO, S, sm, SO, st, TS, vhe, VP.

ACo, AD, AHy, al, AM, AV, B, BL,
BST, CA3, Ce, CL, CI, CM, CPu,
CxA, df, DG, dhc, En, f, fi, FrPaM,
FrPasSs, FStr, G, GP, |, 1AM, ic,
IG, La, LD, LH, LOT, MD, MDL,
Me, mfb, MHb, mt, PaMC, PaPC,
PC, PCg, Pe, PO, PT, PVA RCHh,
Re, RF, Rh, Rt, sm, SO, sox, st,

TS, VLLVM, Z1.

ACo, al, Arc, B, BAQT, PO, BL, BLV,
BM, CA2, CA3, CA4, CL, CM, CPu,
CxA, DA, df, DG, DHC, dhc, emi, En,
EP, f, fi, FrPaM, FrPaSs, FStr, G, GP,
I, IAM, ic, IG, iml, La, LD, LH, LHb, MD,
MDL, ME, Me, mfb, MHb, mt, PC, PCg,
Pe, PV, Re, RF, Rh, Rt, sm, SOR, sox,

st, VL, VM, VMH, VPL, ZI.

ACo, AHi, al, Arc, B, BL, BLV, BM,
CA1, CA2, CA3, CA4, Cel, CeM,

CL, CM, CPu, CxA, DA, df. OG. dhe.

Corteza Cingulada Posterior. DM, eml, En, EP, f, fi, FrPaM. FrPaSs,




+ 17 interaural 5.7 mm  Corteza Frontoparietal
Bregma~3.3 mm  Areas Sensorial y Motora.
Tercer Ventriculo.

Corteza Cingulada Posterior.

+ 18 Interaural 5.2 mm Corteza Frontoparietal
Bregma -3.8 mm Areas Sensorial y Motora.
Tercer Ventriculo.

Corteza Cingulada Posterior.

« 19 Interaural 4.7 mm Corteza Frontoparietal

Bregma-4.3mm  Area Sensorial.

FStr, G, GP, |, ic, IG, IMD, La, lab, LD,
LH, LHb, MD, MDL, ME, Me, mfb, MHb,
mt, PC, PCg, Pe, PLCo, Po, PO, PV, Re,
RF, Rh, Rt, sm, SOR, sox, st, st, VL, VM,

VMH, VPL, VPM, ZI.

AHi, al, Arc, BL, BLY, 8M, CA1, CA2,
CA3, CA4, Ce, CL, CM, CPu, CxA,
DA, DG, DM, DMC, em|, En, EP, f,
FC, fi, FrPaM, FrPaS$, FStr, HiF,

ic, IMD, La, LD, LH, LHb, LP, MD,
MDL, Me, ME, mfb, MHb, mi, mt, PC,
PeF, PLCo, PMCo, PO, PoG, PVP,
Re, RF, Rh, Rt, sm, sox, st, VHMDC,

VM, VMHC, VMHVL, VPL, VPM, ZI.

AHi, Arc, BL, BM, CA1, CA2, CA3,
CA4, CL, CM, CPu, CxA, df, DG,
dhec, DLG, DM, eml, En, f, FF, fi,

fr, GrDG, HiF, ic, IG, InfS, La, LH,
LHDb, LMol, LP, MD, Me, mfb, MHb,
ml, Mol, mt, Or, PC, PCg, BF, PH,
PLCo, PMCo, PMD, PMV, Po, PO,
PVP, Py, Rad, Rt, sox, SPF, st, STh,

TMC, VLP, VPM, VPPC, ZI.

AF, AHi, APT. Arc, BL, BM, CA2,

CA3, CA3, CA4, CMC, cp, df, DG,
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Nucleo Lateral Postalamico. dhc, DLG, En, F, f, fr, FrPaSS, Gem,

Corteza Cingulada Posterior. hbc, HiF, 1Bt ic, IG, LH, LP, mfo, MHb,
mi, MM, MMn, MRe, mt, mtg, OB, PCg,
PF, PH, PLCo, PMD, PO, Po, PP, PR, RF,
scp, SMT, sox, STh, str, SuM, sumx,

VLGMC, VLGPC, VLP, VPM, ZI.

+ 20 Interaural 4.2 mm  Corteza Frontoparietal AF, AHi, APTD, APTV, BL, CA1, CA2,
Bregma —4.8 mm  Area Sensorial. CA3, CA4, cp, df, DG, dhc, Dk, DLG,
Nucleos Mamilares Ent, fr, FrPaSS, Gem, hbc, HiF,

Corteza Cingulada Posterior. IMCPC, InC, intG, LM, LP, MG,
mi, ML, MM, mp, MP, mt, mtg,
OPT, OT, pc, PCg, PMCo, Po,
PR, RF, S, SCO, scp, SG, SNC,
SNR, str, SuM, sumx, VLGMC,

VLGPC, VTA, ZI.

« 21 interaural 3.7 mm Corteza Estriada Area 18. AF, AHi, APT, CA1, CA2, CA3, CA4,
Bregma ~ 5.3 mm Substancia Nigra. CG, ¢p, csc, DG, dhc, Dk, DLG, Ent,
Corteza Temporal Auditiva.  FC, fr, HiF, ICPC, IF, IMCPC, InC,
IPF, LP, MG, ml, mp, MT, mtg, OPT,
| QT, PBP, pc, PMCo, PN, Po, PP,
PPT, RF, RLj, RPC, S, SC, scp, SG,

SNC. SNL. SNR, Str18, TeAud, VTA.

+ 22 interaural 2.7 mm Corteza Estriada bic. CA1, CA4, CG, CGD, CLj,
Bregma -8.3mm  Areas 17 y 18 ¢p, csc, DG. DpG, DpMe, dtgx,

Acueducto Cerebral. Ent. HiF, Hil. ifp, InG, InWh, {PC.




» 23 Interaural 2.2 mm

Bregma —6.8 mm

*» 24 Interaural 1.7 mm

Bregma - 7.3 mm

+» 25 Interaurai 1.2 mm

Bregma - 7.8 mm

Caliculo Superior e Inferior.

Corteza Estriada
Areas 17y 18.
Acueducto Cerebral.

Coliculo Superior e Inferior.

Corteza Estriada
Areas 17y 18.
Nucleos Pontinos.

Coliculo Superior e Inferior.

Corteza Estriada
Areas 17y 18.
Lemniscos Lateraies.

Coliculo Superior e Inferior.

IPIP, IPP, MGD, mi, mif, Op, PaS,
PrS, RF, RMC, RRF, RSpl, S, scp,
SNC, SNR, Str17, Str18, Str18a,

SuG, TeAud, VTA, Zo.

bic, bp, CA1, CG, CGD, CGM,
CLi, cp, DG, DpG, DpMe, DR,
dtgx, Ent, GrDG, HiF, InG, inWh,
IPA, IPIP, IPOP, IPP, MGD, mi,
mif, Op, PaS, Pn, PrS, RF, RRF,
rs, RSpl, S, Str17, Str18, Str18a,

SuG, Te, tfp, ts, VTA, xscp, Zo.

bic, bp, CG, CGD, CGM, CLi, DpG,
DpWh, DR, Dsc, Ent, ifp, InG, InWh, I,
mcp, me5, Me5, ml, mif, MnR, Op, PaS,
PBg, Pn, PnO, PrS, RR, rs, RSpl, S,

Str17, Str18, Str18a, SuG, tfp, xscp, Zo.

bic, bp, CG, CGD, CGM, DpG,
DpWh, DR, Dsc, Ent, IC, ifp, InG,
InWh, il, m5, Me5, me5, ml, mif,
MnR, Op, PaS, PBg, Pn, PnO, PrS,
rs, RSpi, RtTg, Str17, Str18, Str18a,

SuG, tfp, VLL, xscp, Zo.
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+ 26 Interaural 0.7 mm  Corteza Estriada
Bregma -8.3 mm  Areas 17y 18.
Nucleos Pontinos

Reticulares

+ 27 Interaural 0.2 mm  Cerebelo Anterior.
Bregma —-8.8 mm  Nucleos Pontinos

Reticulares.

+ 28 Interaural — 0.3 mm Cerebelo Anterior.
Bregma -9.3 mm. Ndicleos Tegmentales.
Nticleos Parabraqueales.

Area Posterior del Colicufo.

+ 29 interaural 1.3 mm Cerebelo Medial.
8regma -10.3 mm Ndcleos Vestibulares.

Nucleo del Nervio Facial.

+» 30 Interaural —1.8 mm Cerebelo Medial.
Bregma -10.8 mm Ndcleo del Nervio

Vestibulococlear.

bic, CG, CGD, cic, CICDM, CICVL,
Cnf, DLL, DR, Dsc, EIC, Ent, LDTg,
LTz Il, m5, mcp, Me5, me5, mi, mif,
MnR, MTz, Pa$, PnO, PPTg, py. rs,
RSpi, RtTg, sag, scp, SO, Str17,

Str18, ts, tz,VLL, VTg.

CG, CICDM, CICVL, Cnf, DBP, DLL,
DR, OTg, EIC, Ent, K, KF, LC, LDTg,
LSQ, LTz, m5, mcp, me5, Me5, mi,
mif, Mo5, MSO, MTz, PaS, PCIC,
PnO, Pr5, py, RelC, RPn, rs, s5,

Sag, scp, tz, VCoA, VPB, vsc.

2, 3, Cb, CICDM, CICVL, DPB, DR,
DTg, Ent, FI, KF, LC, LDTg, LSO,
LTz, m5, mep, me5, MeS, ml, mif,

MSQ, MTz, PFi, Pr5, py, RPn, rs,

rs, s5, scp, SubC, tz, VCoA, VPB, vsc.

1,2,3.4,5,6,C1,C2,F,

GrCo, icp, PFI, PrF, Sim, VCoA.

2,3.4,5,8,

C1, C2.1, PF, PrF.
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« 31 Interaurai ~2.3 mm

Bregma -11.3 mm

« 32 interaural ~2.8 mm

Bregma —-11.8 mm

+ 33 Interaural =3.3 mm

Bregma -12.3 mm

+» 34 Interaural -3.8 mm

Bregma -12.8 mm

« 35 interaurai —4.3 mm

Bregma -13.3 mm

Cerebelo Medial.
Tracto Solitario.

Nervio Trigeminal.

Cerebelo Medial.
Tracto Solitario.

Ndcleo Vestibular Espinal.

Cerebelo Medial.
Tracto Solitario.

Nucleo Vestibular Espinal.

Cerebelo Posterior.
Tracto Solitario.

Nucleos Reticulares.

Cerebelo Posterior.
Tracto Solitario.

Nucleos Reticulares.
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2,3,4,56,

C1, C2, |, PFI, PrF.

6,10, C1,

C2, PM, PrF.

6,7,8,9, 10, C2, Cop, PM.

8.9, 10, PM.

7.8,9,10.

A continuacién en la figura 7. Se muestra y compara tejido nervioso con la

tincién de Nissl, se utilizd microscopia dptica clasica de luz en aumentos de 20x,

40x y 100x. Tanto en tejido cerebrai del grupo T, como en el grupo experimental

M. A continuacion se describen cada una de las figuras con sus caracteristicas

especificas de ubicacidn, aumento de imagen y grupo.
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Fig. 7. Incisos: a, c, e. Muestran fotografias de tejido nervioso
correspondientes a las coordenadas: Interaural 3.2, Bregma -5.8 (Paxinos y
Watson, 1982). Las células pertenecen al subiculum y fueron obtenidas con
aumentos de 20x, 40x, y 100x, respectivamente. Estas figuras corresponden a los
animales testigo (aceite de sésamo). No se encontré algin indicio de

degeneracion celular.

Fig. 7. Incisos: b, d, f. Muestran fotografias de tejido nervioso
(correspondientes a organismos del grupo M) encontrado en las coordenadas:
Interaural 3.2, Bregma -5.8 (Paxinos y Watson, 1982). Las células pertenecen al
subiculum y fueron obtenidas con aumentos de 20x, 40x, y 100x, respectivamente.
Hallazgos histopatoldgicos encontrados: hinchamiento celular y leve compactacion

de la cromatina, asi como deformacion de la membrana celular.

Fig. 7. Incisos g, h. Muestran fotografias de tejido nervioso correspondientes
a las coordenadas: Interaural 3.2, Bregma -5.8 (Paxinos y Watson, 1982). Las
células pertenecen al nicleo de Darkschewitsch y fueron obtenidas con aumento
de 100x. El inciso g corresponde a tejido cereb;al perteneciente al grupo T y
muestra células de apariencia normai. Por su parte, el inciso h pertenece al grupo
M, mostré neuronas con procesos degenerativos como: hinchamiento celular y

nuclear, basofilia del reticulo endoplasmico, ademas de leve compactacion de la

cromatina.
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Fig 8. llustracién que muestra la ubicacion de los cortes utilizados en la
figura 7(todos los incisos), mediante las coordenadas publicadas por Paxinos y
Watson (1982). Estructuras prominentes: corteza estriada, corteza auditiva,

substantia nigra, cuerno de Ammon y subiculum.
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Fig. 7 Incisos a-f
-f. Muestran fotografia ji
s de tejido nervioso s i
ometido alatécnicade N
ssi
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Fig. 7 Incisos g, h. Muestran fotografias de tejido nervioso sometido alatecnicade Nissl

h)

r Ty

1’ ‘_f"‘"i';x_.'_ I
: Interaural 3.2 mm Bregma -5.8 mm
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos a partir de las pruebas Kruskal-Walis/ Dunn's, nos
indican que hubo diferencias estadisticamente significativas entre todos los
lgrupos, el grﬁpo M presenté una afeccion mas severa. A continuacion se
desglosan los resuitados obtenidos en superficie celular y superficie nuclear, en

los nucleos de Darkschewitsch y subiculum.

Los cuadros 11 y 12 describen los resultados obtenidos por el analisis
estadistico para superficie celular y superficie nuclear, respectivamente, en el
nicleo de Darkschewitsch. El grupo M presenté mayor superficie celular y tuvo
diferencias significativas respecto a los grupos restantes (P<0.05). El grupo E
presentd una superficie celular mayor con respecto al grupo T (P<0.05). En lo que
respecta a la superficie de nucleos, nuevamente el grupo M tuvo una mayor
superficie nuclear que los grupos restantes (P<0.05), mientras que el grupo E no

presentd diferencias significativas al ser comparado con el grupo T.

Los cuadros 13 y 14 describen los resultados obtenidos por el analisis
estadistico para superficie celular y superficie nuclé:ar respectivamente en el
Subiculum, en el cual el grupo M presentd Jla mayor superficie celular y tuvo
diferencias significativas respecto a los otros grupos, mientras que el grupo E no
presentd diferencias significativas respecto al grupo T. En lo que respecta a

superficie nuclear, el grupo M fue mayor que los grupos restantes, mientras que el

grupo E, nuevamente no presento diferencias significativas.




Abreviaturas de los cuadros 11 a 14: S = Diferencia estadistica significativa,
NS = Diferencia estadistica no significativa, Vs = Comparado al, Grupo T = Grupo
tratado con la sustancia vehiculo, Grupc M = Grupo experimental tratado con
alcaloides obtenidos de L. montanus, Grupo E = Grupo experimental tratado con

alcaloides obtenidos de L. exaltatus.

Cuadro 11. Diferencias estadisticas entre
tratamientos en células de Darkschewitsch

" Grupo T Vs Grupo E S
Grupo M Vs Grupo T S
Grupo M Vs Grupo E S

Cuadro 12. Diferencias estadisticas entre
tratamientos en nuacleos celulares de

Darkschewitsch
Grupo T Vs Grupo E NS
Grupo M Vs Grupo T S
Grupo M Vs Grupo E S

Cuadro 13. Diferencias estadisticas entre
tratamientos en células de subiculum

[ GrupoT Vs Grupo E NS

Grupo M Vs Grupo T S

Grupo M Vs Grupo E S

Cuadro 14. Diferencias estadisticas entre
tratamientos en nucleos celulares de

subiculum
Grupo T Vs Grupo E NS
Grupo M Vs Grupo T S
| Grupo M Vs Grupo E S
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6.5 Observacién clinica de los animales

Los resultados de la observacion clinica de los animales mostraron los
siguientes signos y sintomas: piloereccion, ereccion caudal, midriasis, hipnolepsia,
sedacién ylo excitacion, disminucién del apetito, pérdida de peso, pérdida del

equilibrio y ubicacién, convulsiones, y automutilacion de miembros.




Vil. DISCUSION

Previamente al analisis de los extractos de Lupinus por cromatografia de
gas, fue necesario realizar la deteccién temprana de alcaloides en las fracciones
extraidas de L. montanusy L. exaltatus, ésto debido a que la literatura disponible
no sefiala de manera contundente la presencia de alcaloides en las especies de

Lupinus colectadas en las regiones mencionadas del estado de Jalisco.

Los resultados mostraron reacciones positivas, tanto para las fracciones de
Lupinus como para la muestra testigo positiva {cafeina), lo que indico la presencia
de alcaloides mediante el uso de los reactivos Mayer y Dragendorff, que son
especificos para la determinacién de estos compuestos (Hultin y Torssell, 1965).
Mientras tanto, la muestra testigo negativa (extracto cloroférmico de soya) como
se esperaba presenté reaccion negativa debido a qué carece de algin tipo de
alcaloides (Dominguez, 1973). Este método en su forma original ha sido utilizado
desde hace décadas para determinar alcaloides. Hultin y Torssell, en 1965,
detectaron la presc::-ncia de alcaloides en plantas europeas pertenecientes a las

familias: acanthaceae, adoxaceae, araceae, betulaceae, compositae, entre otras.

Sin embargo, el método utilizado para la deteccion de alcaloides no es del
todo completo debido a que no sefala cantidad ni tipo de alcaloides detectados,
solo es aplicable como una prueba de deteccion previa a un analisis mas certero
y especifico como son la cromatografia de gas capilar o cromatografia liquida de

alta resolucion.
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En base a la literatura disponible, la cromatografia de gas capilar resulta ser
una técnica eficiente para el analisis cuantitativo y cualitativo de los alcaloides
quinolizidinicos individuales debido a su rapidez y alta sensibilidad (Priddis, 1983;
Muzquiz y col., 1989), tal y como se ha mencionado por especialistas en eventos
académicos internacionales, donde se ha elegido la cromatografia de gas con
columnas capilares como método de cuantificacion de alcaloides presentes en
Lupinus (memorias del sexto congreso de internacional de lupino celebrado en

Temuco, Chile en 1990).

En el presente trabajo, la cromatografia de gas mostré diferencias respecto
a la cantidad presente de AQ detectados. Los cuatro estandares de AQ utilizados
se encontraron presentes en ambas especies de Lupinus analizadas, no obstante

la concentracion fue variable para cada especie.

En L. exaftatus el alcaloide mayoritario fue la lupanina (1251.34 ug/ul),
seguido por: la 3-OH-lupanina (509.58 ug/ul), la esparteina (74.60 ug/ul), y la 13-
OH-lupanina (55.36 ug/ul). Mientras que en L montanus se detectd la esparteina
como alcaloide principal (3347.16 ug/ul), seguido por, 1a lupanina (2613.19 ug/ul),

la 13-OH-lupanina (347.29 ug/ud) y la 3-0H-Iupaniha (325.39 ug/ub).
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Los hallazgos encontrados en el presente trabajo concuerdan con los datos
obtenidos de diversos autores para especies de Lupinus en todo el mundo. Como
ejemplo de lupinos del viejo mundo (Europa, Asia y Africa) tenemos que L. luteus,
L. hispanicus (Muzduiz y col., 1989; Wink vy col., 1995), L.consentinii, L. digitatus,
L. pilosus, y L. princei (Wink y col., 1995), poseen lupanina como uno de los
aicaloides principales. Mientras que L. angustifolius ademas de presentar la
lupanina, también presenta la 13-OH-lupanina como AQ mayoritarios (Priddis,

1983).

Por otro lado, algunos Lupinus de América como L. linearis y L. gibertianus
poseen lupanina y 13-OH-lupanina como alcaioides principales (Planchueio y col.,
1993). L. mutabilis presenta como AQ mayoritario la esparteina, de la misma
manera este alcaloide fue detectado en L. elegans, L. hartwegii, L. caudatus, L.

sericeus y L. nookatensis (Wink y col., 1995).

De manera general los alcaloides biciclicos como la lupanina y sus
derivados son especiaimente abundantes en especies de Lupinus de! viejo mundo
como: L. luteus, L.. hispanicus, L. consentinii, L. digitatus, L. pilosus y L. princei.
Aunque también se han encontrado en especies del nuevo mundo como L.
albifrons y L. bakeri (Wink y col, 1995). Ligado a esto, otro tipo de AQ como la
multiflorina y sus derivados poseen una distribucién mas reducida y han sido
detectados mediante cromatografia liquida de gas y espectometria de masas,
(GLC-MS) en la siguientes especies del viejo mundo: L. albus, L. atlanticus, L.

consentinii, L. micranthus, L. palaestinus, L. princeiy L. varius (Wink y col., 1995).




88

Sin embargo, los AQ mayoritarios aparecen de manera diversa en ias
especies de lupinos del viejo mundo. Priddis encontré en 1983 mediante
cromatografia de gas en L. angustifolius, los siguientes AQ en orden de
concentracion descendente: la lupanina, la 13-OH-lupanina, la angustifolina y la «-
fupanina. Mientras que Muzquiz y colaboradores, en 1989, demostraron (mediante
GC) que en especies de L. luteus y L. hispanicus el alcaloide dominante detectado
fue la lupanina. Por su parte, la esparteina fue encontrada solo en algunas
variedades y ecotipos de L. lufeus. Ademas, los alcaloides epilupanina y gramina

(alcaloide del tipo indodlico) fueron encontrados en L. hispanicus. En L. albus se
han encontrade: la lupanina, la 13a-OH-lupanina, la muttiflorina, la albina, la

angustifolina, entre otros (Wink y col., 1995).

En cuanto al caso de lupinos sudamericanos, dos, L. albescens y L.
aureonitens poseen alcaloides tipo multiflorina y sus derivados. De manera
opuesta a los lupinos de Norteamérica que no acumuian estos alcaloides en
cantidades substanciales. Alcaloides como la afilina, la 10-oxoesparteina y
derivados, pueden presentarse de manera limitada en especies como: L.
argentinus, L. caudatus, L. cruckshanksii, L. holosericeus y L. leucophyllus (Wink y
col., 1995). Mientras tanto, dos Lupinus de Sudamérica; L. linearis y L. gibert)'anus
(analizados mediante GLC-MS), comparten perfiles alcaloideos muy similares y
presentan como alcaloides mayoritarios: (@ [upanina y ta 13-OH-lupanina

(Planchuelo y col., 1993), otro lupino sudamericano L. albescens, presento
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(mediante GLC-MS) amodendrina y lupanina como alcaloides mayoritarios
(Planchuelo, 1993). Por otro lado el {upino mas importante de América, desde el
punto de vista agricola y cultural (Hondelmann, 1996) en parte porque es el Unico
que ha sido domesticado (Gladstones, 1974), posee una cantidad de éacidos
grasos (mayor al 16 % en semillas) superior al promedio dﬁe otras especies de
Lupinus (Rodrigues y Marting, 1990)-L. mutabilis, ha mostrado la siguiente
composicién de alcaloides: (detectados mediante GLC-MS) la esparteina, la
lupanina, la a-isolupanina, la 4-OH-lupanina, la 13-OH-lupanina, la angustifolina y

la multiflorina, entre los principales (Hatzold y col., 1983).

Respecto a los lupinos nativos de Norteamérica tenemos especies de
importancia en la salud animal, ya que han sido relacionados con la enfermedad
del becerro encorvado, tal es el caso de L caudatus, L. sericeus y L. nookatensis.
Se ha concluido que la anagyrina, un AQ presente en estas especies, es el
alcaloide responsable de esta enfermedad, debido a sus prqpiedades téxicas y
teratogénicas (Panter y Keeler, 1993). Otros alcaloides detectados para estas
especies son {a esparteina, la lupanina y la 11,12-dehidrolupanina (Wink y col.,
1995). En ofros lupinos norteamericanos {presentes también en México), como es
el caso de L. elegans se presentan los siguentes alcaloides mayoritarios; la
lupanina, la esparteina, la amodendrina, la 38-OH-lupanina, la OH-
tetrahidrorhobofilina, la 5,6-dehidrolupanina y la 17 oxoesparteina. Mientras que
L. hartwegii presentd; la epiafilina, )a afilina, la lupanina, la 0,17-dioxoesparteina, la

gramina y ia 38-OH-lupanina como alcalcides principales (Wink y col., 1995).
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En 1999, Garcia y colaboradores encontraron en variedades de las especies
jaliscienses; L. stipulatus, L. montanus y L. mexicanus, los alcaloides esparteina y
lupanina (ver cuadro 15), estos hallazgos concuerdan de manera general con los
resultados obtenidos en el presente estudio. En 'partiéular, los alcaloides
mayoritarios detectados en el presente trabajo en L. montanus y L. exaltatus
coinciden de manera exacta con las determinaciones que realizaron Garcia y
colaboradores (1998) en estas mismas especies y que a continuacién se
describen: L. exaltatus presentd como alcaloide mayoritario la lupanina, ademas
de detectarse la esparteina. De manera contraria, L. montanus presentd la
es(parteina como alcaloide mayoritario seguido de la lupanina (en ambos trabajos

de Garcia y col. el método utilizado para deteccion de AQ fue GC) .

Cuadro 15. Concentracion de 2 alcaloides detectados en
Lupinus de Jalisco.
[ Especie | Lupanina Esparteina
L. montanus .04 mg/100 mg 16 mg/100 mg
L mexicanus 1.28 mg/100 mg .0018 mg/100 mg
L stipulatus .01 mg/100 mg .0035 mg/100 mg
Fuente: Garcia y col., 1999.
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Antes de la administracién de los AQ a los organismos, se realizd la técnica
de implantacion de canuias via intracerebroventricular ({CV) con el fin de asegurar
la permeabilidad de los alcaloides al tejido cerebral (distribuidos a partir del
ventriculo derecho, lugar donde fue instalada la canula), y asi tener una respuesta
directa y especifica de la accién de cada uno de los extractos alcaloideos en los
diversos nlcleos y areas del cerebro de la rata. Pese a las precauciones tomadas
para realizar la técnica, este tipa de cirugia puede causar un leve dafo en la zona
de implante debido a la insercion de la canula, zona que fue descartada mediante
la comparacion de los grupos experimentales (M y E) y testigo (T). Aunado a esto,
se llevd a cabo una rigurosa verificacion del sitio exacto de insercion, mediante
dos vias: la primera se realizé por medio de la obtencién de las coordenadas del
sitio a canular mediante un aparato estereotaxico David-Koppf a partir de las

coordenadas obtenidas por Paxinos y Watson en 1982, que son; -1.4

mediolateral, 8.2 anterior a lambda y -4.0 dorsoventral, y corresponden a la

ubicacion dei ventriculo lateral derecho. Mientras que la segunda se realizd
mediante comprobacidn visual directa después de la obtencion de los encéfalos en

cada uno de los animales.

La sal de cloruro 2,3,5-trifeniltetrazolium ha sido utilizada por patélogos para
detectar las zonas de infarto en el corazén (Vivaldi y col., 1985; Holmbon y col.,
1993), también se ha utilizado para medir el volumen de infarto cerebral, esto
debido a que es un indicador histoquimico de la actividad de las enzimas de la

cadena respiratoria (Cole y col., 1990). Para esto se han lilevado a cabo




y
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experimentos con ratas, gatos (Liszcak y col., 1984) y primates (Dettmers y col.,
1994) utilizando este reactivo. No obstante, algunos autores han encontrado
limitantes al uso de esta sal. Liszcak y col. en 1984, encontraron que en ratas y
gatos con isquemia producida mediante procedimientos quirdrgicos (oclusién de
vasos del cerebro de manera temporal o permanente), la mitocondria estaba

intacta, aunque otros organelos como el nicleo hayan sido destruidos.

Es decir, la reaccién de CTT no pudo distinguir la situacién que presentd la
isquemia completa (oclusion permanente), sin embargo, el mismo autor menciona
que la sai CTT puede detectar de manera eficiente ei dafio causado en el cerebro

por una oclusion temporal (2.5 horas).

De cualquier manera, estudios mas recientes demuestran que el CTT es un
método que permite cuantificar el volumen completo de los infartos cerebrales
(causados por la oclusion de la arteria cerebral media) de manera confiable,
rapida y conveniente en modelos examinados, por 1o menos 24 horas después del
dafio producido por isquemia (Hatfield y col,, 1991), y su reaccién, bajo esta
circunstancia, es comparable ai método de tincién por hAematoinina y eosina

(Bederson y col., 1986).

Actualmente la sal de cloruro de {rifeniltetrazolium ha ganado una amplia
aceptacion debido a su confiabilidad y rapidez en la investigacion de los procesos
de cuantificacion de zonas de infarto en cerebro o miocardio, ademas,

recientemente esta técnica ha sido adaptada para medir volumen de trauma en
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cerebro causado quirtrgicamente debido a un impacto cortical cerebral controlado
o a la perfusion de un fluido en el cerebro (Baskaya y col., 2000). A pesar de la
diversidad de usos que se le han dado ha este reactivo, no existe informacion
disponible con respecto a la utilizacion del CTT como marcador de daﬁoy en el
cerebro causado por alcaloides u otras sustancias quimicas toxicas. Estos
antecedentes, ademas del conocimiento que se tiene sobre el dafio causado por
AQ en el SNC (Yovo y col., 1984; Pothier y col., 1998; Duke, 1987; Bruneton,
1993), y méas especificamente en motoneuronas (Agid y col., 1988), fueron las
bases por las que en el presente trabajo se resolvié aplicar el reactivo CTT con el
fin de detectar y obtener el volumen de dafio en el cerebro provocado por estos
alcaloides de los Lupinus. Los hallazgos encontrados nos indican que la técnica
es confiable para marcar las areas de cerebro afectadas por los extractos crudos
de alcaloides obtenidos de dos especies de Lupinus, esto se confirmd mediante la
observacion de los cortes obtenidos (microscopia clésica) y ¢l calculo volumetrico
que se obtuvo en los cortes testigo y experimentales. Por ofro lado, noc se
presentaron diferencias entre los cortes correspondientes a los grupos M y E. No
obstante, la técnica no es definitiva para marcar con precision el total del volumen

afectado, esto en base a las comparaciones realizadas con los tejidos sometidos a
la técnica de Nissl y analizados mediante microscopia 6ptica de luz {ver cuadros 6
a 9), en donde se observaron nucleos afectados de manera severa en zonas
correspondientes a regiones del tadlamo, hipotalamo, hipocampo, asi como a
diferentes areas de la corteza: frontoparietal, sensorial, motora, auditiva, cingulada

y estriada, entre las principales, las cuales fueron parcialmente detectadas con

carencia de reaccion al rojo de trfeniltetrazolium. Los resultados obtenidos en et
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presente trabajo nos indican que los AQ afectaron la funcion mitocondrial, aunque

se desconoce el mecanismo mediante el cual ocurrié este dano.

Al someter los cortes cerebrales emparafinados de los diferentes grupos a la
tincion de Nissl (violeta de cresilo), la prueba arrojé datos sobre la extensidn y
caracteristicas del dafio causado por los extractos crudos de alcaloides obtenidos
a partir de las dos especies de Lupinus, ademas de corroborar la ausencia de
zonas afectadas a consecuencia de la sustancia vehiculo (aceite de sésamo) en
los cortes del grupo T. Las zonas afectadas por efecto de los extractos alcaloideos
presentaron una importante extension que de manera general se present6 desde
el cerebro anterior hasta el cerebelo posterior. Zonas pertenecientes al talamo,
hipotalamo, hipocampo y puente, resultaron especialmente afectados. Ademas las
regiones de la corteza frontal, sensorial, estriada, cingulada y auditiva, también
presentaron efectos adversos, al igual que la' mayor parte de los lébulos de!
cerebelo. Sin embargo, los danos causados difieren en cuanto a dreas y ntcieos
afectados por el tipo de extracto alcaloideo utilizado (L. montanus o L. exaltatus),
de esta manera tenemos que en cerebro anterior del grupo E, en la ubicacion:
lnteraura[ 14.2 mm, Bregma 5.2 e Interaural 13.2, Bregma 4.2 se presento los
siguientes nlcleos o areas afectados: nucleo accesorio offatorio {parte lateral,
externa, medial, y ventral), corteza frontal, estratos plexiforme, mitral y granular
de! bulbo oifatorio, capa ependimal y subependimal, nervio vemeronasal, comisura
anterior y taenia tecta. De manera diferente, en el grupo M, los cortes de las

mismas coordenadas no presentaron dafos.
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Cuantificaciones realizadas mediante el analizador de imagenes en las
coordenadas; Interaural 3.2, Bregma -5.8, nos revelaron que los tejidos de los
grupos My E, presentaron células con hinchamiento significativo, con respecto al
grupo T, en el nucleo de Darkschewitsch, como lo demostré el analisis
estadistico. Por otro lado, la medicion realizada en nucleos celulares (en este
mismo campo) de los tres grupos, reveld que el grupo M tuvo un mayor
hinchamiento nuclear, lo cual indica una alteracion en la permeabilidad de la

membrana nuclear y celuiar por efecto de los alcaloides.

El mismo tipo de analisis (superficie celular y superficie nuclear), aplicados
para el subiculum (coordenadas; Interaural 3.2, Bregma -5.8), nos demuestra que
respecto al hinchamiento celular, el grupoc M de nuevo resultdé ser
significativamente mayor a los grupos E vy T, siendo estos dos Ultimos
estadisticamente similares. Mientras que la medicion de nulcleos indicé que los
dos grupos M y E tuvieron una superficie nuclear mayor que el grupe T. Estos
nucleos fueron elegidos para la cuantificacion por la uniformidad del dafio que
presentaron sus neuronas.

Por otro lado, en el cerebelo y zonas adyacentes también se encontraron
diferencias con respecto a la extension de! dafio entre los grupos experimentales,
de esta manera tenemos que en el grupo E las zonas afectadas tuvieron mayor
extension, llegando hasta las coordenadas, Interaural —4.3, Bregma -13.3,
mientras que el grupo M solo abarcd hasta las coordenadas, Interaural -1.8,

Bregma -10.8. Los nucleos afectados se presentaron solo en el grupo E y fueron
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los siguientes; 1,2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, C1, C2, Cop, |, PFl, PM, PrF, (ver lista de
abreviaturas de estructuras cerebrales) y correspondieron a regiones del tracto

solitario, cerebeto medial, nucieo del nervio trigemino y nucleo vestibular espinal.

De cualquier manera, pese a las diferencias entre {as zonas afectadas
citadas con anterioridad, la mayoria de las regiones y nucleos afectados se
encuentran presentes en ambos grupos experimentates, se puede concluir que el
tejido correspondiente al grupo E, presento una area de afecciéon mas extensa que
el grupo M, sin embargo, este dltimo mostré un dafo mas severo (proceso
degenerativo celular mas avanzado) en algunas estructuras cerebrales como el
subiculum y el nicleo de Darkschewitsch. En ambos casos el dafio es severo
debido a su extensién y magnitud, provocando trastornos celulares como:
hinchamiento celular, deformacién de la membrana plasmatica, desintegracion e
hinchamiento de! nucleo, compactacion de la cromatina, gliosis y basofilia del

reticulo endoplasmico.

Los resultados referentes a neurotoxicidad, obtenidos en el presente trabajo
se pueden entender, mediante el mecanismo de accidn que tienen los AQ, ya que
por un lado son activos en rece;;tores acetilcolinicos, tanto para muscarina como
para nicotina (Schmeller y col., 1994), mientras que por el otro actlian a través de
la inhibicion de canales de sodio y potasio (Kérper y col., 1998). Dando, mediante
estas vias, un campo de accion amplio y disperso en el tejido cerebral. De iguai

forma las desigualdades encontradas entre los tratamientos experimentales,

probablemente se deban a diferencias de concentraciéon y contenido de los AQ
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presentes en los extractos obtenidos a partir de L. montanus y L. exaltatus y su
afinidad especifica a cada uno de los receptores acetilcolinérgicos. Por ejemplo
tenemos que la lupanina, el alcaloide mayoritario de L.exaltatus es mas afin al
receptor nicotinico, opuestamente a la esparteina, el alcaioide principal de L.
montanus el cual es mas afin al receptor muscarinico (Schmeller y col., 1994),
ademas que es considerado de mayor toxicidad gque la lupanina (Pothier y col.,

1998).

De esta manera los hallazgos encontrados en el presente trabajo
concuerdan con los de Schmelier y col. (1994) donde se encontraron nucleos y
regiones afectados correspondientes a la distribucion de las vias colinérgicas
como son: el nlcleo basal de Meynert (B), zonas del tAlamo, lobulos dei cerebelo,
ndcleos vestibulares (Brailowsky, 1995}, sustancia innominta (Sl), comisura
anterior, globus palidus (GP), caudado putamen (CPu), capsula interna {ic),
nucleo septal medial (MS), zonas del hipocampo, fornix (f), cingulo (cg), capsula
externa (ec) y algunas zonas de la corteza (Martin, 1998), entre las mas

destacadas.

Aunque cabe hacer el sefialamiento que fueron encantradas otras zonas no
identificadas como colinérgicas, que pudieron ser afectadas en su permeabilidad
membranai a través de los canales idnicos de sodio y potasio, y asi provocar ef

hichamiento celular observado.
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Ademas, la literatura existente relativa a los efectos causados por los
alcaloides de Lupinus en el sistema nervioso, es coherente con los hallazgos
encontradas en el presente trabajo. Asi Schmitt (1980), Lechat (1978), Cohen
(1981), Piériy Kirkiacharian (1988), describieron los efectos de la esparteina en el
sistema nervioso auténomo, al actuar ésta mediante receptores muscarinicos y

bloqueo ganglionar.

De manera paralela, varios autores han descrito los efectos de AQ en el
sistema nervioso centrai, los que concuerdan de manera general con los
resultados del presente trabajo. Agid y colaboradores en 1988, encontraron que
los alcaloides de Lupinus pueden causar dafio en motoneuronas, provocando un
mecanismo de accién similar al postulado para la enfermedad de Parkinson (Agid

y Blin, 1987).

Otros efectos clinicos reportados de los AQ son: depresion (Schmitt, 1980;
Piéri y Kirkiacharian, 1986), estimulacion de la musculatura uterina (Lechat, 1978§;
Cohen, 1981; Piéri y Kirkiacharian, 1986), diurésis y anestesia local (Schmitt,
1980; Cohen, 1981), ademas de disminuir la actividad focomotora y psicomotora, y

actuar como analgésico (Pothier y col., 1988).
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ANEXO 1

Lista General de Abreviaturas

ACh

AQ

BYMB

cmMmvV

CTT
GrupoM,Eo6T

IcV
GLC
M
mAChH
mMSs
msnm
nACh

SNC
Hg
11
uM

um

Receptores acetilcofinicos

Aicaloides quinolizidinicos

Bean Yellow Mosaic Virus

Cucumber Mosaic Virus

Sal de cloruro de 2,3, 5-trifeniltetrazolium

Grupo de organismos tratados con alcaloides de L. montanus, L.
exaltatus o aceite de sésamo respectivamente
Técnica de implantacién de canulas via intracerebroventricular

Cromatografia liquida de gas

Mofaridad

Receptores muscarinicos para acetilcolina
Espectrometria de masas

Metros sobre ei nivel del mar

Receptores nicotinicos para acetilcolina

Sistema Nervioso Central
Microgramos

Microlitros
Micromalaridad

Micrometros
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ANEXO 2

Lista de Abreviaturas de Estructuras Cerebrales.

1210 Los diez l6bulos del cerebelo,
12n Raiz del nervio hipoglo.

3n Raiz del nervio oculomotor.

4n Raiz del nervio troclear.

4v Cuarto ventriculo.

7n Raiz del nervio facial.

8n Nervio vestibulocaclear

A5 Nucleo accesorio trigeminal.

AA Area anterior amigdaloide.

AC Nucleo de la comisura anterior.
ac Comisura anterior.

aca Parte anterior de la comisura anterior
Ach Nucleo Accumbens,

ACg Corteza cingulada anterior.

aci Parte intrabulbar de {a comisura anterior.

ACo Nucleo amigdaloide cortical anterior.
acp Parte posterior de la comisura anterior.
AD Ndcleo tatamico anterodorsal.

AF Fisura amigdaloide.

Agran Region agranufar de la

corteza frontoparietal, area motora.

AHi Area amigdalohipocampal.

AHy Area anterior hipotatamica.

al ansa lenticularis

alv alveus del hipocampo

LV Ventriculo lateral.

LVe Nucleo vestibutar lateral.

mS5 Raiz motora del nervio trigeminal.

mcp Pedunculo cerebelar medial.

mch Tracto corticohipotalamico medial.

MD Nucleo tatdmico mediodorsal.

MDL Nucleo taldmico mediodorsal, parte lateral.
Me Ntcleo amigdaloide mediat.

ME Eminencia media.

me5 Tracte mesencefalico del nervio trigeminal.
MeS5 Nucleo del tracto mesencefalico del nervio
trigeminal.

mfb Haz medial del cerebro anterior.

MG Nucleo genicufado medial.

MGD Nucleo geniculado medial, parte dorsal.
MGM Nucleo geniculado medial, parte medial.
MGV Nucleo geniculado medial, parte ventral.
MHb Nucleo habenular medial.

Mi Estrato celular mitral del bulbo olifatorio.

MiA Estrato celular mitrai del bulbo oifatorio
accesorio.

ML Nucleo mamilar medial. parte fateral.

mi Lemnisco medial.

mif Fasciculo longitudinal medial.

MM Nucleo mamilar medial. parte medial.
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AM Nucleo taldmico anteromedial.

AOB Bulbo olifatorio accesorio.

AOD Parte dorsal del niicleo anterior oifatorio.
AOE Parte externa del nucleo anterior oifatorio.
AOL Parte lateral def niicteo anterior offatorio.

AOM Parte medial det niclea anterior oifatorio.

AQP Parte posteriar del nucleo anterior olfatorio.

AOQV Parte ventral del nicleo anterior olfatario.
APT Area pretectat anterior.

APTD Parte dorsal det area pretectal anterior.
APTV Parte ventral def area pretectal anterior.
Arc Nucleo hipo@ala’mico arcuato.

AV Ncleo taldmico anteroventral.

B Céiulas del nucleo basal de Meynert.

BAC Lecho del nucleo de la cornisura anterior.
BAOT Lecho del nucleo del tracto accesorio
oifatorio.

bas Arteria basilar.

bic Nucleo del brachium def coliculo inferior.
BL Nucleo amigdaloide basolateral.

BLYV Parte ventral del nécteo amigdaloide
basolateral.

bp Brachium pontis.

bsc Brachium del coliculo superior.

BST Lecho del nucleo de la estria terminat.
BSTL Parte lateral del lecho del nucleo de la
estria terminal.

BSTM Parte medial del lecho del ndcleo de fa

MMn Nuacleo mamilar medial, parte media.
MnR Nucieo medio del rafe.

Mo5 Niicleo trigeminal motor.

MP Nuicleo mamilar medial, parte posterior.
mp Peduinculo mamilar.

MPO Area predptica media.

MRe Seno mamilar del tercer ventriculo.
MS Nucleo septal medial.

MSO Oliva superior medial.

MT Nucleo terminal medial det tracto éptico
accesorio.

mt Tracto mamilotalamico.

mtg Tracto mamilotegmental.

MTz Nucleo medial del cuerpo trapezoide.
MVe Nucleo vestibular medial.

0Bl Filo exterior del giro dentado.

ocb Haz ofivococlear.

Op Estrato del nervio optico dei coliculo
superior.

OPT Nucleo pretectal olivar.

opt Tracto optico.

Or Estrato oriens def hipocampo.

OT Ntcleo del tracto hipotalamico.

Pa Nucleo hipotalamico paraventricular.
PaMC Nucleo hipotalamico paraventricular,
parte magnoceiutar.

PaPC Nucleo hipotaldamico paraventricular, parte

parvocelular.
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estria terminal.

BSTPO Parte predptica def fecho dei nicleo de
la estria terminal.

C1 Crus 1 del l6bulo ansiforme.

€2 Crus 2 de! i6bulo ansiforme.

CA?1 campo CA1 del cuerno de Ammon.

CA2 campo CA2 del cuerno de Ammon.

CA3 campo CA3 del cuerno de Ammon.

CA4 campo CA4 del cuerno de Ammon.

CB Puente celular entre el caudado putamen y
el tubérculo olfatorio.

Cb Cerebelo.

CC Canal central.

cc Cuerpo catloso.

Ce Nugcleo central amigdaloide.

Cel Parte lateral del Nucleo centrat
amigdaloide.

CeM Parte medial del Nucleo central
amigdaloide.

CG Area gris central.

cg Cingulo.

CGD Parte dorsal def area gris central.

CGM Parte medial de! area gris central.

CGPn Area gris central del pons.

cic Comisura def coliculo inferior.

CICDM Parte dorsomedial de! nlcleo central del
coliculo inferior.

CICVL Parte ventrolateral def nucleo centraf def

Pa$ parasubicutum.

PBg Nicleo parabigeminal.

PBP Nucleo pigmentado parabracteal.
PC Nucleo talamico paracentral.

pc¢ Comisura posterior.

PCg Corteza cingulada posterior.

PCRt Nucleo reticular parvocelular.

Pe Ntcieo hipotalamico pariventricular.
PeF Nucleo hipotaldmico perifornical.
PF Nucleo tatamico parafascicular.

PF1 Parafiéculo.

PGi Nucleo reticular paragigantocelular.
PH Nucteo hipotalamico posterior.
PLCo Nucleo amigdaloide cortical posterolaterai.
PM Lobulo paramedio.

PMCo Nucleo amigdaloide cortical
posteromedial.

PMD Ndcleo premamilar, parte dorsal.
PMV Nucleo premamilar, parte ventral.
PN Nucleo paranigral.

Pn Nucleo pontino.

PnC Nugcleo reticular pontino, parte caudal.
PnQ Nucleo reticular pontino, parte oral.
PO Corteza primaria offatoria.

Po Grupo nuclear taldmico posterior.
PP Nucleo peripeduncular.

PPT Nucleo pretectal posterior.

PPTg Nucieo tegmental pedunculopontino.
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coticulo inferior.

CL Nuclea talamico centrolateral.

Ci Claustrum.

CLi Nucleo linear caudal det rafe.

CM Nucleo talamico medial central.
CMC Nucleo magnoceiular caudal del
hipotalamo.

Cnf Nucleo cuneiforme.

Cop Copula del pyramis.

cp Parte basal del pedunculo cerebral.
CPu Caudado putamen.

¢sc Comisura del coliculo superior.
CxA Zona de transicion de fa corteza de la
amigdala.

DA Area dorsal hipotalamica.

DCo Nucleo coclear dorsal.

df Fornix dorsal.

DG Giro dentado.

DHC Nucleo de la comisura hipocampal dorsal.

dhc Comisura hipocampal dorsal.

Dk Nucleo Darkschewitsch,

DLG Nucleo geniculado lateral dorsat

DLL Ntcleo dorsal def lemnisco lateral.

DM Nucleo hipotalamico dorsomedial.

DMC Parte compacta del ndcleo hipotala‘micp
dorsomedial.

DPB Nucleo parabracteal dorsal.

DpG Estrato gris profundo del coliculo superior.

PR Campo prerubral.

Pr5 Niicleo trigeminal principal sensorial.
PrF Fisura primaria.

PrH Nucleo hipoglo prepositus.

PrS presubiculum.

PSCh Nucleo predptico supraguiasmatico.
PT Nucleo talamico paratenial.

PV Ndcleo taldmico paraventricular.

PVA Ncleo talamico paraventricular, parie
anterior.

PVP Nucleo taldamico paraventricutar, parte

posterior.

Py Estrato celular piramidai del hipocampo.

py Tracto piramidai.

R Nucleo rojo.

Rad Stratum radiatum del hipocampo.
RCh Area retroquiasmatica.

Re Nucieo taldamico reuniens.

RF Fisura ninal.

Rh Niicleo taldmico romboide.

RLi Nucleo linear rostral del rafe.
RMC Nucleo rojo, parte magnocelular.
RMg Nucleo raphe magnus.

Rpa Nucleo raphe pallidus.

RPC Nucleo rojo, parte parvocelular.
RPn Nuicteo pontis raphe.

RR Nucleo retrorubral.

RRF Campo retrorubral.




DpMe Nicleo mesencefalico profundo.
DpWh Estrato blanco profundo det coliculo
superior.

DR Nucleo del rafe dorsal.

Dsc Lamina dissecans de la corteza entorinal.
DTg Nucleo tegmental dorsal.

dtgx Decusacién tegmental dorsal.

ec Capsula externa.

EIC Nucleo externo dei colficulus inferior.
eml Lamina medular externa.

En Nucleo endopiriforme.

Ent Corteza entorinal.

EP Nucleo entopeduncular.

EPl Estrato plexiforme externo def buibo
olfatorio. ‘

EW Nicleo oculomotor accesorio.

F Ndcleo del campo de Forel.

f Fornix.

FC Fascicola cinereum,

FF Campo de Forel.

fi Fimbria dei hipocampo.

Fi Floculo.

fmi Forceps menor del cuerpo cailloso.

fmj Forceps mayor del cuerpo calloso.

Fr Corteza frontal.

fr Fasciculo retroflexus.

FrPaM Corteza frontoparietal, area motora.

FrPaS$s Corteza frontoparietal, area

rs Tracto rubroespinat.

RSpl Corteza retroespinal.

Rt Nucteo talamico.

RtTg Nicleo reticulotegmentat del pons.
S Subiculum.

s5 Raiz sensorial del nervio trigeminal.
SC Coliculo superior.

scc Splenium del cuerpo calloso.

SCO Organo subcomisural,

scp Pedunculo cerebelar superior.
S§Ch Nucleo supraquiasmatico.

SFi Nucleo septofimbrial.

SFO Organo subfornical.

SG Nicleo talamico supragenicutado.
SGe Nucleo suprageniculado del pons.
SHi Nucleo septohipocampal.

SHy Nucleo septohipotalamico.

S! Substancia innominata.

Sim Lébuio simple.

sm Estria medular del talamo.

SMT Nucleo submamilotalamico.

smv Velum medular superior.

SNC Substancia nigra, parte compacta.
SNL Substancia nigra, parte lateral.
SNR Substancia nigra, parte reticutar.
SO Nucleo hipotalamico supradptico.
SOi Oliva Superior .

SOR Nucleo hipotaldmico supradptico, parte




somatosensorial.

EStr Fundus striati.

G Nucleo gelatinoso del talamo.

g7 Genu del nervio facial.

Gem Gemini nuclei.

Gi Nucleo reticular gigantocelutar.

GP Globus Pallidus

GrA Estrato granulado celular del bulbo olfatorio
accesorio.

GrCo Estfato granulado celular del nucleo
caclear.

GrDG Estrato granulado del giro dentado.
hbc Comisura habenutar.

HDB Nucleo del limbo horizontal de la banda
diaganal.

HiF Fisura hipocampal.

Hil Hilus del giro dentado.

! Nuclea intercalado de la amigdala.

1AM Nucleo talamico interanteromediat.

IB1 Filo interno del giro dentado.

IC Collicuius inferior.

ic Capsula intema.

iCj isia de Calleja.

ICjM Isias de Calleja, isla mayor.

icp Pedunculo cerebetar inferior.

ICPC Nucleo intracomisural de la comisura
posterior.

iF Nucleo interfascicular.

retroguiasmatica.

sox Decusasion supradptica.

sp5 Tracto espinal def nervio trigeminal.
Sp5C Nucleo del tracta espinat del nervio
trigeminal, parte caudai.

Sp50 Nucleo del tracto espinal del nervio
trigeminal, parte oral.

SPF Nucleo talamico subparafascicular.
st Stria terminalis.

STh Nuclea subtalamico.

str Radiacion talamica superior.

Str17 Corteza estriada, area 17.

Str18 Corteza estriada, area 18

Str18a Corteza estriada, area 18a

Su7 Nucleo suprafacial.

SubC Nucleo subcoeruleus.

SuG Estrato gris superficial del cofficuius
superior.

SuM Nucleo supramamilar.

sumx Decusasion supramamilar.

SuVe Nducleo vestibutar superior.

Te Corteza temporal.

TeAud Corteza temporal area auditiva.
tfp Fibras transversas del pons.

TMC Nucleo hipotalamico magnocelular tuberal.
TS Nucleo septal trianguiar.

ts Tracto tectoespinal.

TT Taenia tecta.




IG indesum griseum.

IMCPC Nucleo magnoceiular intersticial de la
comisura posterior.

IMD Nucleo talamico intermediodorsal.

iml Lamina medular interna.

InC Nucleo intersticial de Cajal.

InfS Tronco infundibular.

InG Estrato gris intermedio de! colliculus
superior.

Int Nucleo cerebelar interpositus.

IntG Nucleo geniculado intermedio.

InWh Estrato blanco intermedio del colliculus
superior.

IPA Parte apical del nicleo interpeduncular.
IPC Parte central det nucleo interpeduncular.
IPIP Nucleo interpeduncutar, parte interna det
subndcleo posterior.

IPOP Nucleo interpeduncular, parte externa det
subnucleo posterior.

PP Nucleo interpeduncuiar, parte paramedial.
KF Nucleo Kolliker-Fuse.

La Nucleo amigdaloide lateral.

lab Haz de asociacion longitudinal.

LatC Nucleo cervical lateral.

LC Locus coeruleus.

LD Nticleo talamico laterodorsal.

LDTg Nucleo tegmental laterodorsal.

{fp Fasciculo fongitudinal def pons.

Tu Tubérculo offatorio.

TuPl Tubérculo olfatorio, estrato plexiforme,

tz Cuerpo trapezoide.

VCo Nucleo ventral coclear.

VCoA Nugleo ventral coclear, parte anterior.
VDB Nucieo del limbo vertical de la banda
diagonal.

VDBD Nacleo del limbo vertical de la banda
diagonal parte dorsal.

VD8V Nucleo del limbo vertical de la banda
diagonat parte ventral.

vhe Comisura hipocampal ventral.

VL Nicleo talamica ventrolateral.

VLGMC Nucleo geniculado lateral ventral, parte
magnocelular. |

VLGPC Nucleo geniculado lateral ventral, parte
parvocelular.

VLL Nucieo ventral del lemnisco fateral.

VM Nucleo taldmico ventromedial.

VMH Nucleo hipotalamico ventromediai.

VMHC Nucleo hipotaidmico ventromedial, parte
central.

VMHDM Nucleo hipotaldmico ventromedial,
parte darsomedial.

VMHVL Nicleo hipotaldmico ventromedial, parte
ventrolateral.

VN Estrato del nervio vomeronasal.

VP Pallidum ventral.




LH Area hipotalamica lateral.
LHb Nuclec habenular lateral.
I} Lemnisco lateral.

LM Nucleo mamilar lateral.

LMol Estrato molecular lacunoso del hipocampo.

lo Tracto olfatorio fateral.

LOT Nucleo de! tracto oifatorio lateral.

LOTD Nucleo del tracto offatorio lateral, parte
dorsal.

LP Nucleo talamico posterior lateral.

LPO Area predptica lateral.

LSD Nucieo lateral septal, parte dorsal.

LS Nucleo lateral septal, parte intermedia.
LSO Oliva superior lateral.

LSV Nucieo septal iateral, parte ventral.

LTz Nucleo iateral del cuerpo trapezoide.

VPB Nucleo parabracteal veantral.

VPL Nucleo taldmica ventroposterior, parte
fateral. v

VPM Nucleo talamico ventroposterior, parte
medial.

VPPC Nucleo taldmico ventroposterior, parte
parvocelular.

vsc Tracto espinocelular ventral.

VTA Area tegmental ventral.

Vtg Nucleo tegmental ventral.

xscp Decusasién del peduncuio cerebelar
superior.

ZI Zona incierta.

2Zo Estrato zonal del colicuio superior.




