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RESUMEN

La esparteina es un alcaloide de tipo quinolizidinico que se encuentra ampliamente
distribuido en las leguminosas del género Lupinus. La esparteina tiene numerosas
propiedades farmacoldgicas en el tratamiento de problemas cardiovasculares y como
antihipertensivo, sus efectos sobre sistema nerviosos auténomo (SNA) incluyen blogueo
ganglionar y efectos antimuscarinicos, en el SNC actia como calmante, es oxitécico,
diurético, asi como anestésico local. El mayor riesgo por la intoxicacién con esparteina es el
desarrollo de crisis convuisivas precedidas por paraiisis del muscule cardiaco y coma. Se ha
propuesto que su via de accion en el tejido nervioso es a través del receptor muscarinico,
inhibiendo el paso de K+ y Na+. El objetivo del estudio fue el de describir topograficamente la
magnitud y el tipo de dafio sobre las neuronas del SNC de la rata por efecto de aplicacion
intracraneal e intraperitoneal de esparteina. En el estudio se utilizaron 32 ratas Wistar
adultas, dividas en cuatro grupos de ocho animales .Un grupo se canulé via intra ventricular
y cada animal recibié diariamente 10 ng de sulfato de esparteina (SE) diluida en agua
destilada, durante cinco dias consecutives, al segundo grupo se le aplico, via intraperitoneal,
90 mg de SE diluida en 15 ml del mismo vehiculo. A los restantes dos grupos solo se les
administro la solucidn vehiculo por ambas vias de administracion. 48 horas después de la
ultima aplicacién se extrajeron los cerebros para obtener cortes y tefirlos con HE para su
observacion microscopica. Resultados Los principales danos encontrados fueron eosinofilia y
basofilia citoplasmatica, y picnosis en neuronas. Presencia de neuronas fantasmas y gliosis,
y deformacién de la membrana neuronal. Estos hallazgos fueron observados en corteza
entorrinal, bulbo olfatorio, corteza cerebral, giro dentado, hipocampo (CA1 y CA4) y células
de Purkinje en cerebelo. La diferencia observada entre las dos vias de administracion fue el
dafio circunscrito a la zona canulada. La cuantificacién de células rojas en las zonas
estudiadas mostré una magnitud de dafo muy severo, ya que en todas las zonas cerebrales
analizadas se encontré un numero significativo de células con dafio por la accién de la
esparteina. De los resultados de este estudio se concluye que la esparteina causa
degeneracion neuronal manifestada por eosinofilia, cavitacion y vacualizacion,
principalmente en la corteza frontal, frontoparietal, estriada, CA1, CA4, giro dentado

(hipocampo), células de Purkinje en cerebelo, area amigdalea y area olfatoria.



INTRODUCCION

Los compuestos secundarios son producides per las plantas a partir de los
productos primarios que aparecen en el citoplasma de todas las células vegetales vy
cuyas diferencias entre plantas son unicamente de indole cuantitativa (Straburger y
col.,1994), muchos compuestos secundarios son empleados por la planta para
distintos propésitos. Intervienen en relaciones de competencia con otras plantas,
como agentes aleleopaticos y como proteccion contra invasiones como hongos,
bacterias y virus (Herborne, 1993); proteccién a radiacién ultravioleta y por moléculas
portadoras de informacién relacionada con posibles funciones defensivas contra sus
depredadores (Poulton, 1990). Existen diversos metabolitos secundarios en las
plantas, dentro de ellos se encuentra la categoria de los alcaloides, que consisten en
compuestos alcalinos que contienen nitrégeno, gue al reaccionar con acido forman
sales. En condiciones normales tienen un sabor amargo, son biolégicamente activas
y toxicas. A estas sustancias se agrupan elementos no relacionados entre si, de las
que se conocen mas de 2000 diferentes y cuyos precursores pueden ser
aminoacidos (Hagerman, 1997). Se han encontrado en hongos, algas y vegetales
inferiores (organismos que carecen de un sistema vascular bien desarrollado). Sin
embargo, la principal fuente de alcaloides la proporcionan las plantas superiores
(organismos con sistema vascular bien desarrollado), dentro de este grupo las
dicotiledoneas son el grupo de plantas en donde se han localizado mas alcaloides,
seguido por la monocotiledéneas (Dominguez, 1973).

En las plantas existe una enorme diversidad bioquimica de compuestos
secundarios (Wink, 19881; 1992) y que le confieren resistencia al ataque de
herbivoros y microorganismos patégenos fruto de la imposibilidad de huida ante sus
agresores (Cheeke, 1995). En general frente a condiciones severas las plantas
tienden a aumentar sus defensas, sobre todo alcaloides y glucosidos cianogéneticos
(Lundberg y Palo, 1993). Por ello, el consumo de éstas puede producir intoxicacién,
especialmente en el ganado doméstico cuando su manejo en pastoreo no es el
adecuado o cuando se enfrenta a la escasez de otros recursos vegetales (James y
Molyneux, 1992). En estas plantas la distribucién de alcaloides varia en cuanto a su



concentracion y distribucion en los diferentes tejidos durante su desarrollo fenologico
(Makkar y Singh, 1991).

Las yemas en crecimiento de arbustos, las hojas jovenes, los érganos
reproductores y de dispersion, y en general todas las partes en crecimiento anual
muestran una mayor concentracion que los tejidos viejos en compuestos secundarios
(Rhoades, 1979).

Los compuestos secundarios suelen ser agrupados segin las
susizncias gquimicas que les constituyen: Compuestos fendlicos (taninos,
fitoestrogenos y cumarinas), terpenos (lactonas sesquiterpénicas, glicdsidos
cardiacos, saponinas) hidrocarburos poliacetilénicos, oxalatos y toxinas nitrogenadas
(glucosidos cianogéneticos, glucosinolatos, aminoacidos téxicos, lecitinas,
inhibidores de las proteasas y alcaloides) (Hagerman, 1997). Segun el estado

quimico del nitrégeno, se definen cuatro grupos:

Aminas secundarias,
Aminas terciarias,

Aminas cuaternarias

g LY kY o=

N-oxidos

Un subgrupo importante dentro de los compuestos secundarios son los
alcaloides ya mencionados y dentro de estos son de sumo interés los del grupo de
alcaloides quinolizidinicos (AQ) los cuales se derivan de la Lisina en complejidad
variables, aunque en su mayoria son biciclicos o tetraciclicos (2 a 4 anillos de
nitrégeno) y aparecen como aminas terciarias y como N-Oxidos (Hagerman, 1997).

Estos alcaloides se distinguen de otros debido a la presencia de por lo menos
un sistema de anillo quinolizidinico (Wink, 1993). De acuerdo al grado de sustitucion,
por lo menos ocho grupos de AQ pueden ser distinguidos en los siguientes tipos

estructurales:



L

Lupanina

Leontidina
Esparteina/lupanina/multiflorina
Piperidinicos y dipiperidinicos
a-piridonico

Matrina

Osminay
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Estructuras miscelaneas

La mayor fuente de obtencion de los AQ son las leguminosas Papilonoideae
(Fabaceae). Asi mismo existen otras familias que se caracterizan por la produccion
de estos alcaloides como son: Berberidaceas, Ranunculdcea, Solanacea,
Chenopodiceae y Rubiceae (Wink, 1993). Diferentes tipos de AQ no se distribuyen
homogeéneamente en las leguminosas, por ejemplo la lupanina, esparteina y
multiflorina, asi como lupinina y derivados estan presentes en el género Lupinus
(Wink, 1993).

Las especies del género Lupinus son leguminosas que pertenecen a la familia
Fabacea del orden Fabales, subfamilia Papilanoidae. Algunas de sus especies han
sido cultivados y usados durante siglos en amplias zonas geograficas teniendo usos
importantes tanto en la alimentacién animal como humana (Gladstone, 1974).

Las especies silvestres domesticadas de lupinos; L. albus, L. luteus. L.
angustifolius y L. mutabilias son importantes en la agricultura debido a la asociacién
simbidtica de estas con bacterias del género Rhizobium con capacidad para fijar
nitrégeno atmosférico. De esta manera se puede incorporar nitrogeno al suelo, el
cual es aprovechado por otros cultivos en un sistema de produccion en rotacion
(Hag, 7993). Asi mismo llama la atencién que sus semillas poseen un elevado
contenido de proteinas, aceite, fibra y carbohidratos (Bellido y col., 1997). Sin
embargo, la elevada proporcion de AQ (mayor al 1.0%) en las semillas de los lupinos
silvestres limitan su aprovechamiento directo en la alimentacion (Ruiz y Sotelo 2007),
ya que pueden provocar toxicidad aguda o crénica en el sistema nervioso central

(Agid y col., 1988).



Actualmente se han reportadoc mas de 100 alcaloides (compuestos
nitrogenados) del tipo quinolizidinco (AQ) presentes en las especies silvestres del

genero Lupinus.

Biosintesis de los AQ.

La biosintesis de los AQ se realiza en las partes mas verdes de la planta y en
el cloroplasto (Wink y Hartmann, 1982). La biosintesis de AQ es regulada por la luz,
de esta manera las concentraciones de A« ~=minuyen diurnams=nte y la sintesis es
estimulada- durante el dia y son transportados por el floema a otras partes de la
planta (Wink y Witte, 7991) Los AQ se acumulan predominantemente en la
subepidermis de las semillas y pueden contener hasta el 8% de su peso seco en
alcaloides. Los alcaloides son movilizados a partir de las hojas senescentes durante
el periodo vegetativo a otras partes de la planta (Wink, 1993).

Los AQ se sintetizan a partir del aminoacido L-lisina, a través de una serie de
descarboxilaciones mediados por enzimas (descarboxilasas de la lisina, presentes en
los cloroplastos) De éste se obtiene la cadaverina, precursor intermediario entre
lisina y ios AQ. Asi, los dos atomos de nitrégeno del esqueleto quinolizidinico de los
alcaloides son derivados de lisina o cadaverina (Wink, 1993, Wink y Hartmann,

1982).

Toxicidad y actividad biologica de los alcaloides quinolizidinicos de lupinus.

Los AQ son el principal elemento antinutritivo que limita el consumo directo de
la planta de Lupinus, que se caracteriza por una alta calidad alimenticia. Los AQ
tienen una funcién biolégica activa al repeler a los predadores naturales de Lupinos,
como herbivoros o fitopatdgenos, debido a su accion mutagénica y toxica (Keeler,
1976), ademas constituyen una defensa quimica contra los mismos (Wink 1993 a y
b).

Las consecuencias del consumo de las semillas de algunas especies de
Lupinus incorporadas experimentalmente en la dieta animal, van desde la reduccion
en la ganancia de peso y deficiencia en indices de transformacién del alimento en

masa corporal en pollos, disminucién en el consumo en cerdos y vacas y disminucion



en la produccién de leche en estas, alteraciones respiratorias e incluso hasta la
muerte del animal (Ballester y col., 1980; Diaz y cols., 1990; Wink y Witte, 19917).

Se han descrito cuadros téxicos en humanos y en animales. La sintomatologia
consiste en manifestaciones cardiovasculares (arritmias y taquicardia), neurolégicas
(debilidad, astenia, vision borrosa e incoordinaciéon) nauseas y vomitos. Se ha
descrito que tras el consumo crénico se desencadena dafo a motoneuronas
(latiismo). Se han reportado dos casos en los que un enema con liquido obtenido
por la coccién de 5 onzas de lupino (Lupinus albus) produjo sintomas tdxicos:
malestar general, visién borrosa, mareo, debilidad palpebral, cansancio,
alucinaciones, constriccion laringea y faringea (Agid y col, 1988, Marquez y
col.,19917).

La toxicidad de la planta depende de su contenido en alcaloides, en particular
de las especies amargas de lupinus (no domesticadas) que principalmente
contienen esparteina y lupanina. Estos contienen a-piridoxina, n-metilcistisina y
cisticina, con afinidad por los receptores nicotinico, mientras que los alcaloides tipo
quinolizidinicos tiene mayor afinidad por receptores muscarinicos (Pothier, 1998).

Existen reportes sobre la toxicidad de los AQ en diversas especies de

vertebrados :

1 En el pato, los AQ provocan una disminucion en la eclosion, biomasa y en la
produccién de huevos, asi, como un bajo conteo de eritrocitos y contenido
hematico en embriones (Wink, 19583).

2, La anagirina, posee propiedades teratogénicas para el ganado, provocando
malformaciones en becerros (Bednarczyk y col., 1987).

o En vacas productoras de leche alimentadas con lupinus amargos, se reporta
una disminucién en el consumo de alimento, pérdida de peso, disminucion de

la leche y grasa (Panter y Keeler, 1993).

En la rata la DLy (méxima dosis no letal) para esparteina por via

intraperitoneal (ip) es de 30.7 ma/ka. La DLsg (dosis letal media) es de 36 mg/kg/ip y



de 220 mg/Kg/oral. La DLigo (dosis letal maxima) es de 150 mg/kg/ip y de 75
mg/Kg/subcutanea (sc) (Yovo 71982, Yovo y cols., 1984).

La maxima DLsp ip en el raton es de 25 mg/kg y la DLygo fue de 100 mg/kg
(Photier, 1998).

Sistema nervioso central.

Se denomina sistema nervioso central (SNC) al encéfalo y la médula espinal,
compuestos de células nerviosas y neuroglia o tejido de sostén (Ardila, 20071).

El cerebro esta dividido en 5 vesiculas secundarias de las que parten otras
estructuras. El telencéfalo esta compuesto por los hemisferios cerebrales, los cuales
son: corteza cerebral, nicleos caudado, lenticular, amigdalino y claustrum y las
comisuras correspondientes al cuerpo calloso y a la comisura anterior, el diencéfalo
se divide en epitdlamo del que derivan la epifisis y la habénula, el tdlamo, subtalamo,
quiasma y el hipotalamo donde se encuentran el tuber cinereum, tallo hipofisiario,
neurohipéfisis y cuerpos mamilares, el mesencéfalo o cerebro medio compuesto por
el tectum y los pedinculos cerebrales, el metencéfalo con la protuberancia anular y
el cerebelo; por ultimo el mielencéfalo que corresponde al bulbo raquideo (Antunez,
1997).

El SNC posee dos funciones primordiales:

1: Conecta los receptores sensoriales y los efectores motores, que a menudo se
encuentran situados en partes muy diferentes del organismo.
2. Permite integrar los diversos impulsos sensoriales y las resultantes motoras, lo

cual capacita la coordinacion y organizacion de la conducta.

En los organismos superiores esta organizacion es sumamente compleja e
incluye refinados mecanismos para almacenar informacion, y maneras de comparar
esta informacion almacenada c2n los impulsos sensoriales que llegan al cerebro.
Estas funciones se reflejan en la esiructura del SNC, que esta compuesto de vias

sensoriales, cuya funcion es traer informacion al SNC vy distribuirlo por sus diferentes



partes; y vias motoras, que llevan la informacion de las diferentes partes del cerebro
y la médula espinal a rnisculos y giandulas (Antunez, 1997).

La meédula espinal esta situada en el conducto vertebral. Comienza al nivel del
borde superior del atlas y termina en el borde inferior de la primera vértebra lumbar
(Morzov y Romasenko, 1985). La médula espinal esta compuesta por dos partes:
una porcion exterior blanca, que contiene las vias ascendentes y descendentes que
conectan los nervios periféricos con el cerebro; y una porcién gris interior en forma
de mariposa o letra H, que contiene las neuronas que permiten cierta integracion
local de las funciones sensoriales y motoras. La sustancia blanca se organiza en
grandes columnas que forman tractos de fibras que suben y bajan, la colocacion de
las raices dorsales y ventrales que separan cada mitad de la médula espinal en
regiones dorsales, laterales y ventrales. La region dorsal de materia blanca esta
formada por fibras ascendentes que llevan informacién sensorial a los nicleos
subcorticales del cerebro, la mitad dorsal de la porcion lateral estd compuesta casi
tnicamente por sistemas de fibras descendentes (eferentes o motoras) también por
fibras de asociacion que conectan varias regiones de la médula espinal. Los nervios
periféricos contienen fibras aferentes y eferentes y se denominan nervios mixtos.

Una de las principales funciones de la médula espinal es conducir los impulsos
de y hacia el encéfalo. La otra funcién basica de la medula espinal se relaciona con
los reflejos espinales, que son respuestas musculares y autonomas a estimulos
corporales.

El tallo cerebral se refiere a todo lo que se encuentra entre la médula espinal,
los hemisferios cerebrales y la corteza del cerebro, las cuatro regiones principales del
tallo cerebral son: bulbo raquideo, protuberancia anular, cerebro medio o©
mesencéfalo y diencefalo.

El bulbo raquideo es la continuacion de la médula espinal, contiene todos los
tractos de fibras ascendentes y descendentes que conectan el cerebro y la médula
espinal. La mayor parte de los nervios cra~sanos entran y salen por el bulbo
raquideo y la regién vecina, también posee regiones vitales como los nucleos

autdnomos relacionados con la funcion intestinal, la respiracion y la funcion

cardiaca.



La protuberancia anular contiene tractos de fibras ascendentes y
descendentes y nucleos adicionales. En él, se encuentran grupos de células que
conectan los nucleos subcorticales con el cerebelo y fibras piramidales que van de la
corteza a la médula espinal. El cerebro medio o mesencéfalo se une con el talamo y
el hipotalamo. La porcién dorsal del cerebro medio contiene dos pares de nicleos de
relevo para el sistema visual y el auditivo, que se denominan coliculos superior e
inferior. La porcién ventral del cerebro medio contiene nicleos para los IlI, IV y Vi
pares de nervios craneales, que controlan los movimientos oculares.

El diencéfalo se integra de dos estructuras principales, el talamo y el
hipotalamo. El talamo es una estacion de relevo en el camino del cerebro. Consta de
muchos nucleos conectados entre si y con los hemisferios cerebrales. Los nicleos
del tdlamo se dividen en tres grupos principales: nlcleos de relevo sensorial, nicleos
de asociacion y nicleos con conexiones subcorticales solamente.

Los principales ntcleos de relevo sensorial son, el cuerpo geniculado lateral y
medial. El hipotalamo es un grupo de nucleos que se encuentran en la porcién
ventral del cerebro, en la unién del cerebro medio y el talamo. El hipotalamo se
relaciona con el comportamiento sexual, el hambre, sed, conducta emocional,
regulacion de la temperatura y con el sistema nervioso auténomo.

Ademas de las anteriores estructuras, en el cerebro se encuentra el cerebelo
que es una estructura filogenéticamente antigua, especializada en coordinacion
sensoriomotora, recibe conexiones procedentes del sistema vestibular, fibras
espinales sensoriales, sistemas visual y auditivo, la formacién reticular y varias
regiones de la corteza cerebral. Envia fibras al talamo, formacion reticular y otras
estructuras de los nlcleos grises de la base. La funcién primordial es la coordinacién
motora (Ardila, 2007).

El cerebelo esta dividido en cuatro porciones:

La ventral que recibe fibras que provienen de los 6rganos del equilibrio
(canales semicirculares, utriculo y saculo); una porcién anterior y otra posterior, a las
cuales convergen fibras sensoriales a través de la medula espinal; v una porcion
dorsal o neocerebelo, que posee numerosas conexiones con el puente y con los

I6bulos frontales de ia corteza cerewdl (Ardila, 2007).



Asi mismo en la region central de los hemisferios cerebrales hay un grupo de
nucleos, estos nicleos se encuentran rodeados por la corteza cerebral y la materia
blanca del cerebro y en parte rodean al talamo. Los ganglios basales estan
conformados por la amigdala, globus pallidus, putamen, el nlcleo caudado vy el
cuerpo estriado. El putamen y el globus pallidus forman el ndcleo lenticular. Por

Ultimo se incluye al sistema limbico que consta de cuatro estructuras:

Giro cingulado
Area septal
Amigdala

0N

Hipocampo

Los elementos del sistema limbico estan interconectados entre si, con el
hipocampo y los cuerpos mamilares, que a su vez se conectan con la corteza
cerebral (Ardila, 2001).

Actividad de la esparteina a nivel de SNC.

Una de las vias en que los AQ pueden provocar efectos en el tejido nervioso
es a nivel de los ganglios nerviosos, en ellos inhiben la transmisién del influjo
ganglionar simpatico del sistema nervioso auténomo (Mukisiart y col., 1995). Debido
a estas propiedades ganglioplégicas, dosis altas de lupanina y esparteina reducen el
flujo del seno carotideo, asi como también el flujo coronario, la contraccion, amplitud
y velocidad cardiaca (Agid, y col., 1988). Estudios recientes han demostrado que la
lupanina es menos téxica que la esparteina debido a que la primera tiene una
capacidad de difusion mayor y puede metabolizarse mas rapidamente que la
esparteina (Ascencio, 2000).

Tanto los efectos toxicos como farmacolégicos de los AQ, pueden explicarse

por cuatro diferentes vias de accion en el sistema nervioso:

1. Activacion de receptores muscarinicos para aceiliicoins (Schmeller y col,, 1391,

2. Activacion receptores nicotinico para acetilcolina (Schmeller y col., 1994).



3. Inactivacién de canales para Na* (Kérper y col., 1998).
4. Inactivacion de canales para K™ (Képer y col., 199¢, Shauf y col.,1976).

Actividad de la esparteina a nivel de SNC.

Una de las vias en que los AQ pueden provocar efectos en el tejido nervioso
es a nivel de los ganglios nerviosos, en ellos inhiben la transmision del influjo
ganglionar simpatico del sistema nervioso auténomo (Mukisiart y col., 1995). Debido
a estas propiedades ganglioplégicas, dosis altas de lupanina y esparteina reducen el
flujo del seno caorotideo, asi como también el flujo coronario, la contraccién, amplitud
y velocidad cardiaca (Agid, y col., 1988). Estudios recientes han demostrado que la
lupanina es menos toxica que la esparteina debido a que la primera tiene una
capacidad de difusién mayor y puede metabolizarse mas rapidamente que la
esparteina (Ascencio, 2000).

Tanto los efectos toxicos como farmacolégicos de los AQ, pueden explicarse

por cuatro diferentes vias de accién en el sistema nervioso:

Activacion de receptores muscarinicos para acetilcolina (Schmeller y col., 1994).
Activacion receptores nicotinico para acetilcolina (Schmeller y col., 1994).
Inactivacion de canales para Na* (Kérper y col., 1998).

Inactivacion de canales para K™ (Képer y col., 1998, Shauf y col.,1976).

B G5 Ry

Con base a esto se conoce que los AQ actian como agonista de los
receptores colinérgicos (Ach) (Kinghorn y Balandrin, 1984). Los AQ afines a
receptores nicotinicos son menos activos en los muscarinicos y viceversa (Schmeller
y col., 1994).

Efectos de extractos de AQ en el SNC han demostrado que los AQ de
extractos de Lupinus montanus y Lupinus. exaltatus, provocan una severa lesion en
neuronas de varias regiones del SNC de la rata, siendo las mas susceptibles =!
talamo, hipotalamo, hipocampo, asi como diferentes areas de la corteza cerebral.
Asi mismo se ha utilizado cloruro de trifeniltetrazolium (CTT) como un indicador

histoquimico de la actividad de enzimas respiratorias, demostrando que los AQ
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afectan la funcién mitocondrial, aunque se desconoce el mecanismo mediante el cual
ocurre este dafo (Ascencio, 2000).

En herbivoros la esparteina actia en los canales de Na* inhibiendo la
transmisién neuronal también se comprobd que inhibe los canales de Na* en el
musculo esquelético (Schmeller y Wink, 1988; 1994).

Usos farmacoldgicos de la esparteina.

Ademas de sus efectos tdxicos los AQ poseen propiedades farmacologicas y
medicinales. La formula comercial de la esparteina es C15H26N2, se obtiene, a partir
de la destilacion de una infusién concentrada de las hojas de cytisus scoparius.
Comercialmente se les encuentra como solucién inyectable, aplicables por via
intramuscular y subcutanea ( Anxoral™, Arive™ , Cardipax™, Despan™, Diffucord™,
Gelsadon™, Hypolind™, Hypotonin™, Jatamansin™, Kanovenol™, Morfin™,
Normotin™, Perivar'™, entre otras) (Roberts y Wink, 1998). Aunque un 10% de los
pacientes son incapaces de metabolizar la esparteina y esto les ha causado
intoxicacion y algunos efectos secundarios como: problemas digestivos y vértigo. Por
ello el uso de la esparteina en la medicina se ha restringido (Schmeller y Wink,
1988).

El sulfato de esparteina es el producto cristalizado tras la accién del acido
sulftrico sobre esparteina. Es un cristal o un polvo blando, con pH neutro, con sabor
amargo, soluble en compuestos polares (De la Cuadra y col, 1994).

La esparteina fue el primer AQ extraido a partir de cytisus scoparius, pero esta
ampliamente distribuido en las especies del genero Lupinus (Kinghorn y Balandrin,
1984).

La esparteina produce un efecto competitivo de blogueo sobre R-ACH
(receptores de acetilcolina), ademas de bloquear canales abiertos. Tiene una
influencia sobre el SNC y desde aqui sobre el corazén, acelera el pulso en la rata,
incrementa la tension arterial, aumenta la fuerza de la contraccion muscular del
ventriculo e incrementa el movimiento de la sangre a través de las arteriolas,

estimula ia acciéon de los rifiones y produce una suave diaforesis. En dosis excesivas
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produce temblor muscular, incoordinacién, emesis, catarsis y finaimente paralisis
respiratoria y del centro vaso motor y paro cardiaco en sistole (De /a Cuadra, 1994).
de problemas cardiovasculares y como antihipertensivo (Cohen, 1981, Corraz y
Corraz, 1985; Faucon y Ollagnier, 1987; Pieri y Kirkiacharian, 1986: Schmitt, 1980):
sus efectos sobre sistema nervioso auténomo (SNA) incluyen bloqueo ganglionar y
efectos antimuscarinicos (Cohen, 1981, Lechat, 1978; Pieri y Kirkiacharian, 1986,
Schmitt, 1980) el SNC actia como calmante (Pieri y Kirkiacharian, 1986 Schmitt,
1980), es oxitocico (Cohen 1987; Lechat, 1978; Pieri y col., 1986), diurético (Cohen,
1981, Schmitt, 1980), asi como anestésico local (Cohen, 1981; Schmitt, 1980).

El sulfato de esparteina es una de las variadas preparaciones usadas para
inducir la labor de parto al término de la gestacién o aumentar la labor en progreso,
pero su uso ha sido abandonado; la duracion y los efectos de estimulacién en el
Utero son imprevisibles, los efectos colaterales de esta droga al feto y la madre
incluyen; hipoxia fetal o asfixia por estimulacion uterina, el cual puede provocar dafio
cerebral o muerte (Petrie y Danilo, 1981). Se ha utilizado en el tratamiento de
arritmias cardiacas. Es un remedio para el corazén con misculo debilitado; es usado
en la palpitacion de corazén exhausto. También se ha empleado en la enfermedad
de Grave's (enfermedad del ojo tiroideo, la cual produce una proptosis del globo
ocular), en el simple bocio ha sido beneficioso. Es un diurético, removiendo la fusién
hidrépica que se produce por la débil circulacion, mas no es un remedio para todos
estos casos (De la Cuadra y col., 1994), aunque existen efectos secundarios como la
bradicardia, colapso cardiovascular (s6lo cuando se aplica por via intravenosa),
anorexia, dolor abdominal, diarrea en algunos casos y tensién uterina, problemas
digestivos y vértigo (Chaix y Dumnaris, 1998).

Los efectos clinicos de la ingestion de esparteina pueden revelarse' después
de una hora de la ingestion, aparece una suave irritacion de mucosa oral y
salivacion, seguida de vomitos violentos, a veces con sangre; confusién y delirio
pueden ocurrir, convulsiones toniclonicas, paralisis del masculo y coma (Laborde,
1994).

La DLsg de esparteina reduce la actividad locomotora, cuando se utiliza con

drogas estimulantes dei SNC desencadena retrazo en el inicio de convulsiones e
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incrementa el tiempo de sobrevivencia del animal. Después de una dosis de
anfetaminas, también se probd la proteccion contra la mortalidad inducida por el
pentetrazol en el raton (Strubelt, 1982).

La esparteina a altas dosis cerca de la DL, , tiene efectos parecidos a los de
la nicotina mientras que a mas bajas dosis (<DLsy ) tiene efectos sedativos debido a
su accion de bloqueo ganglionar (Schmitt, 1980).

En las intoxicaciones por esparteina (10mg/Kg por minuto via intravenosa) se
ha comprobado el efecto antagonista que el Prenalterol™ vy la Isaprenaline™ tienen
con la esparteina, por lo que contrarrestan la intoxicacion por ésta; con el defecto de
bajar la presion sanguinea del organismo (Strubelt, 1982).

Tras intoxicacion con esparteina se puede utilizar la dopamina como antidoto
cuando se presenta severa caida de la presidon sanguinea cuando el prenalterol ¢ la
isoprenalina no funcionan (Strublet, 1982).

El mayor riesgo por la intoxicacién con esparteina es el desarrollo de crisis
convulsivas precedidas por pardlisis del musculo cardiaco y coma. A partir de
diversos estudios la esparteina no solo ha sido utilizada como medicamento sino que
en unién con otras sustancias o compuestos funciona en diversas actividades

aleloguimicas como:

Actividad antimicrobiana de la esparteina.

L Inhibicion de crecimiento bacterial por esparteina, (Wink, 1892b), lupanina,
angustifolina y 13-hydroxilupanina (Tiski y col., 1998).

2: Actividad fungistatica y fungicida por una mezcla sinérgica de AQ en
Fusarium spp. (Arias y col., 1999).

3. Inhibicién de multiplicacion viral (Wink, 1992b).

Actividad alelopatica de los alcaloides.

1 Inhibicién en germinacién de semillas por esparteina, lupanina, cistina
(Muzguiz y col., 1994, Wink, 1985).
2. inhibicién del crecimiento radicular por esparieina y cistina (Wink y Witte,

1985},



Actividad en Animales.
Reduccion de movilidad en nematodos y helmintos por N-metilcitisina y
matrina. Accién repelente y toxicidad en diversas especies de insectos por

esparteina, lupaniana, 13-tigloiloxilupanina, cistina y lupaniana (Wink, 1992a)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La esparteina es un compuesto secundario tetraciclico perteneciente al grupo
de los alcaloides guinolizidinicos (derivados de la quinolizidina). Estos alcaloides
tienen una funcién biolégica activa al repeler a los depredadores naturales de
leguminosas silvestres, (herbivoros o fitopatogenos), mediante su actividad
'mutagénica y toxica para una amplia gama de organismos, por lo que constituyen
una defensa quimica importante para estas plantas. Asi mismo muestran
propiedades toxicologicas y farmacolégicas; en el caso de la esparteina se
encuentran efectos neurotoxicos, depresores del SNC, antiarritmicos cardiacos,
oxitoxicos, entre otros. Hasta el momento se sabe que su mecanismo de accién es a
través del receptor muscarinico, como resultado se tiene la actividad del musculo
cardiaco modulado por la dosis que puede estimular o paralizar el ganglio auténomo.
También inhibe el paso de K* y Na’; lo que modifica el transporte a través de la
membrana celular, bloqueando asi la transduccion de sefales en células nerviosas y
musculares. Algunos trabajos con extractos de alcaloides de Lupinus montanus; en
el que se encuentra en mayor porcentaje la esparteina; sefalan severos dafios en
varias regiones cerebrales del SNC de la rata, siendo los mas susceptibles el talamo,
hipotalamo, hipocampo, asi como a diferentes areas de la corteza cerebral. Sin
embargo, la ausencia de estudios descriptivos de los dafo causados en neuronas
del SNC por el uso especifico de la esparteina invita a realizar estudios sobre el

tema.

BIBLIOTECA CUCB



JUSTIFICACION

La esparteina se ha aislado con facilidad de Cystisus escoparius o de
diferentes especies de lupinus, y es el Unico AQ comercial disponible, ya que se ha
utilizado ampliamente en medicina humana por sus propiedades antiarritmicas y
oxitéxicas. Sin embargo mas de un 10% de los pacientes tratados son incapaces de
metabolizar la esparteina y existen reportes sobre la toxicidad de los AQ en
diferentes especies.

Por lo antes expresado y debido a la ausencia de estudios sobre los dafos
producidos por la esparteina en tejido nervioso central, el presente estudio pretende
describir en forma topografica la magnitud y el dafio sobre SNC de la rata por accion

de la esparteina aplicada por via intracraneal e intraperitoneal.
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HIPOTESIS.

La esparteina tiene como érgano blanco el tejido nervioso de los vertebrados por lo
que su aplicacion a nivel cerebro ventricular o intraperitoneal podra indicar la
magnitud, localizacion y caracteristicas de las lesiones en el SNC de la rata.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las areas mas sensibles a los efectos provocados por la aplicacion
intraperitoneal e intracraneal de esparteina en el SNC de |a rata.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Describir los principales hallazgos anatomopatoldgicos en las neuronas

dafiadas por la esparteina.
2 Describir topograficamente los dafos en el cerebro de la rata.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd en las instalaciones del laboratorio de
morfofisiologia del Departamento de Medicina Veterinaria de la Division de Ciencias
Veterinarias del CUCBA de la Universidad de Guadalajara.

Se utilizaron 32 ratas adultas, hembras de la cepa Wistar, con un peso
'aproximado de 120 a 160 gramos bajo condiciones controladas de bioterio, con
ciclos de luz y oscuridad de 12 horas instaladas en jaulas individuales: con
alimentacién y agua ad libitum. A los dos grupos restantes se aplicd soluciéon salina
por las dos vias ya descritas, para ser tomados como grupos control.

La esparteina que se utilizo para el experimento se designé como (-)-sparteine
sulfate salt (C15H26N2-H2S04) (Sigma: No. de catalogo S2251) con un peso
molecular de 332.5.

Metodologia para la instalacion de canulas.

Las ratas utilizadas fueron sometidas a anestesia mediante inyeccion
intraperitoneal con pentobarbital sédico (50mg/Kg. de peso). Una vez anestesiadas
se sometieron a la instalacion de la canula; para esto se rasurd el dorso de la
cabeza del animal antes de colocarlos en un aparato esterotaxico David-Koppf,
colocando las barras auditivas y los incisivos (-3.3 mm) para fijar la cabeza (para
asegurarse de que la cabeza esta correctamente colocada debe quedar totalmente
horizontal y escuchar la perforacion de las membranas timpanicas al fijar las barras
auditivas).

Con el animal inmovilizado, se hizo un corte en la piel del craneo por la linea
media empezando por detras de la comisura posterior de los ojos v se prolongd
hasta el nivel donde se encuentran las orejas, con un raspador de periostio de
bordes romos se separara lateralmente el tejido conectivo subcutaneo y el periostio,
partiendo de la linea media hacia los lados para observar la sutura de breg—a
(anterior) y lambda (posterior). Se secd la sangre y se obtuvo los registros iniciales

de posicion; anterior-posterior, medio lateral y dorso-ventral.
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A partir de éstos se definio la ubicacion del sitio donde se instald la canula; 1.4
medio lateral, 8.2 anterior a lambda y -4.0 dorsoventral. Estas coordenadas
corresponden a la ubicacién del tercer ventriculo lateral derecho.

Una vez definida la posicion de la canula se hizo un orificio a baja velocidad
con un taladro, inundando constantemente la zona de penetracién con solucién
salina isotonica a punto de congelacion (para evitar necrosis secundaria resultante
del calor que se genera al taladrar el craneo), se practicé un orificio que permite la
fijacién de una canula con las siguientes dimensiones: 0.36 mm de diametro externo,
0.5 cm de longitud y ajustada mediante un anillo para introducirse hasta una
profundidad de -4.0 mm. En posicion contralateral a la canula, se fij6 un tornillo de 1
mm de diametro y 3mm de largo, anclado en el espesor del craneo, sin atravesarlo,
para lograr una cementacién adecuada de la canula con cemento dental.

Se limpié completamente la zona de implantacién para eliminar restos de
tejido y se seco con papel absorbente para agregar cemento dental directamente
sobre el hueso que cubre totalmente el tornillo de anclaje y parte de la canula,
enseguida se aplicd aire caliente a una distancia no menor de 30 c¢cm. para evitar

quemaduras, una vez fraguado el cemento se cubri6 totalmente con piel.

Prueba toxicolégica.

Se utilizaron 32 ratas adultas (8 por cada grupo, 4 grupos en total) dos grupos
fueron sometidos a la canulacion cerebro-ventricular, mientras que los dos grupos
restantes se sometieron a la administracion de la sustancia via intraperitoneal, los
animales del grupo sometido a la canulacion cerebro-ventricular fueron alojados en
jaulas individuales bajo condiciones de bioterio hasta su recuperacion (72 horas).
Luego se procedi6 a la administracion de esparteina, 5 pl, equivalentes a 10 ng por
cada animal en el primer grupo y de 5 pl de agua destilada en el segundo grupo; por
medio de una microjeringa de 50 microlitros, adaptando una manguera para

conectarse & = canula, asegurando asi que la sustancia realmente penetrara en el

hemisferio.
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Todos los animales en prueba recibieron 5 dias de tratamiento con dos
aplicaciones cada 24 horas con un intervalo entre cada una de 30 minutos: al
terminar el tratamiento hubo un periodo de descanso de 7 dias.

La aplicacion de la esparteina al tercer grupo y el agua destilada en el cuarto,
se realizé por via intraperitoneal. Se introdujo una aguja calibre 25 x 16 en la parte
posterior del abdomen en direccién paramedial. Se sujetd a la rata rodeando su
cabeza con los dedos indice y medio de la mano izquierda, acostando el cuerpo del
animal en la palma de la mano y apretando ligeramente el cuerpo con los otros
dedos del manipulador. Con un movimiento rapido se introdujo la aguja en la cavidad
peritoneal a nivel de la linea media de la parte baja del abdomen. La aplicacion fue
de una cuarta parte correspondiente a la DLsp (37 mg/kg), utilizando una preparacion
de 90 mg en 15 ml. 72 horas después de la ultima aplicacion, los animales fueron
profundamente anestesiados con pentobarbital sédico (Sedal-Vet) a una dosis de 63
mg/ml via itraperitoneal; segln la NOM-062-200-1999, con el propdsito de realizar
una perfusién intracardiaca y fijar encéfalo. Para esto se practicd una toracotomia
amplia para exponer el corazon y los pulmones. Se pinzé la arteria aorta toracica
descendente con pinzas de mosquito y se introdujo una aguja biselada calibre 22 en
el vértice del ventriculo izquierdo, inmediatamente después se secciond la auricula
derecha y se hizo pasar una solucion lavadora de suero fisiologico durante,
aproximadamente, 15 minutos, bajo presion de 120 cm® de columna de agua, hasta
ver fluir liquido sin restos de sangre por la auricula derecha con la finalidad de
eliminar la mayor cantidad de ésta. Inmediatamente después se procedié a perfundir
con la solucién fijadora de Bouin, que contiene 15 partes de acido picrico en solucién
saturada, cinco partes de formol y una parte de acido Acético concentrado. Al
término de la perfusion se practicé una craneotomia y se extrajo el encéfalo
completo, al mismo tiempo se registro que la canula haya estado en el ventriculo
derecho del cerebro mediante observacion directa.

Los cerebros fueron posfijados por inmersion durante 24 hrs en la misma
solucién fijadora. Se deshidrataron en series crecientes de alcohol; 70, 80, 90, 96 y
100% durante 24 hrs en cada uno; posteriormente se colocaron en pases de xilol por

3 hr. Luego se llevo a cabo la inmersion en parafina [ y Il (24 hrs.) a una temperatura
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54-56 °C. Después se bloquearon en parafina y se hicieron cortes coronales y
sagitales de 10 micras de espesor en un micrétomo rotatorio (Reichertd) para ser

montadas en portaobjetos con albumina.

Técnica de hematoxilina-eosina.

Para la tincion de los cortes de los cerebros, se utilizd la técnica de
hematoxilina- eosina. El desparafinado se llevo a cabo con 3 pases de xilol de 5
minutos cada uno; la hidratacion con nueve pases en alcohol a concentraciones de
100°, 96°, 90°, 80°, 70°, 40°, con una duracion de 5 minutos, respectivamente. La
tincion comenzd con un pase de hematoxilina de 2 minutos y 30 segundos, lavado
con agua corriente por 5 minutos, un lavado en agua destilada por 5 minutos y una
inmersién por 2 minutos 30 segundos en eosina. Para deshidratar, se sumergié en
agua destilada durante 5 minutos, dos pases rapidos en alcohol a 96° y tres
inmersiones de 5 minutos cada una por alcohol del 96°, 100° y 100°, por ultimo dos
pases de xilol por 5 minutos cada uno.

La presencia de las neuronas con dafio se determiné en base en los
siguientes parametros: células con citoplasma eosinofilico (neuronas rojas) presencia
de nucleos picnoticos y de sumas neuronales con hipocromasia (neuronas
fantasmas) (Li y col, 1998).

Para el analisis morfométrico se seleccionaron las zonas con dafio mas
evidente. Para esto se realizd una semicuantificacion de veinte campos diferentes de
cada cerebro las zonas seleccionadas.

Los datos obtenidos de la cuantificacion se analizaron mediante una prueba t

student a un nivel de significancia de p< 0.05.
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RESULTADOS.

Las dosis utilizadas en la aplicacion de esparteina via intraperitoneal se basé

partiendo de la DL, de la esparteina en la rata para esta via de aplicacion, llegando

a una dosis correspondiente a la cuarta parte de ésta: (37 mg/kg) (cuadro 1). En el

~caso de la administracién intracraneal la dosis se basé en reportes previos en que se
utilizaron extractos de AQ aplicados por la misma via. En estos trabajos se utilizo la
cantidad de 10 ng de esparteina por animal, por dia, en 5 ml del diluente (Ascencio,
2000., Nolasco y col., 2002).

Cuadro 1.Dosis utilizada para la aplicacion de esparteina via

intraperitoneal.
Rata Numero Pesolgr Dosis/ml
1 221.00 0.34
2 225.00 0.35
3 240.00 0.37
4 245.00 0.36
5 198.00 0.31

Hallazgos Clinicos.

Las manifestaciones clinicas al primer minuto después de la administracion de
esparteina via intracraneal fueron las siguientes: deambulacion lenta, acicalamiento,
pilorereccion y desorientacion, ademas algunos animales presentaron conducta
exploratoria. A partir de la segunda aplicacion se observé movimiento de mandibula,
ereccion parcial de la cola o enroscamiento, temblor generaiizadc en algunos casos y
movimiento lento dentro de la jaula. En las subsiguientes aplicaciones, las ratas se
mostraron mas lentas en sus desplazamientos, nulificaban sus movimientos o los
hacian en el mismo lugar, el acicalamiento fue constante en todas las aplicacicnes y
se presentaron temblores continuos y ligeros.

E! sacrificio de los animales se ejecutd al séptimo dia, sclo una rata al

sacrificio presento pérdida de peso, postraciéon y encorvamiento.
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Por otra parte, durante la administracién intraperitoneal del alcaloide, al primer
dia las ratas manifestaron aletargamiento. Al segundo dia de aplicacion algunos
animales presentaron: aletargamiento, autotomia de los miembros anteriores,
temblor y pérdida del movimiento y sensibilidad del tren posterior, incoordinacion,
respiracion lenta y dificultad de movimiento. La frecuencia cardiaca de los animales
se aceler6 después de la aplicacion, algunas ratas tuvieron dificultad para respirar o

presentaron cianosis.

Descripcion de los hallazgos histopatolégicos.

Al analizar microscdpicamente los cortes cerebrales se observo una similitud
de las zonas afectadas por ambos tipos de tratamiento con esparteina, las
estructuras sensibles a ella fueron en: corteza cerebral, frontal, frontoparietal y
estriada, area olfatoria, area amigdalea, células de Purkinje en cerebelo y CA4, CA1
y giro dentado en hipocampo. Los cambios celulares mas evidentes fueron: gliosis,
la presencia de células fantasmas y degeneracién neuronal; manifestada con
eosinofilia, cavitacion y vacualizaciéon.

Al analizar la degeneracién neuronal (necrosis coagulativa) las neuronas se
tornaron contrahechas y angulares con picnosis del nicleo, la substancia de Nissl
(reticulo endoplasmico) en el citoplasma desaparecié (cromatolisis) y el citoplasma
adopté aspecto homogéneo, vivamente eosinofilico. La mayoria de neuronas
afectadas presentaron eosinofilia, transtorno intracitoplasmatico que se caracteriza
por que las células, a través de la eosina, adquirieren una gran afinidad tintoral de
coloracién rojiza y son llamadas células rojas. Los hallazgos que manifestaron estas
células fueron: encogimiento agudo y angulacion de las células, el citoplasma
homogéneamente eosinofilico, el nucleo encogido, picnético o hiperpicnético.
También fue posible observar la presencia de algunas células fantasmas; células
muertas que no son eliminadas y puede advertirse que persisten, pero son poco
visibles.

Asi mismo se encontré cavitacién o neuronas colapsadas con un espacio
circundante y vacualizacion después de una necrosis licuefactiva donde el soma fue

reabsorbido dejando cavidades vacias
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De estas lesiones descritas, la mas frecuente fue la eosinofilia o células rojas,
que fue detectada en todas las regiones con dario.

En las zonas cerebrales analizadas, la corteza cerebral, tanto la frontal,
frontoparietal y estriada mostraron una lesién mas severa sobre todo en el estrato ||
de células granulares y en el estrato Ill de células piramidales, con la diferencia de
que los cerebros canulados mostraron un dafo mas severo en el lugar de la
'canu!acic')n (perteneciente a la zona frontoparietal) en comparacion de los tratados
via intraperitoneal. Las lesiones restantes se presentaron moderadamente (Figura
12).

En cerebelo el dano fue exclusivamente en las células de Purkinje, en estas
celulas solo se observo la presencia de eosinofilia, las demas lesiones descritas en
otras regiones no se manifestaron en el cerebelo (Figura 11). En tanto el area
oifatoria (Figura 10) como amigdalea, presentaron las lesiones mencionadas en
forma moderada, mientras que en el hipocampo las lesiones variaron de severas a

moderadas en ambos tratamientos (Figura 13).

Cuantificacion de células rojas.

A continuacion se presentan los valores obtenidos de la cuantificacion (media y
desviacion estandar) de células rojas realizada en cada una de las diferentes
regiones analizadas.
Tratamiento intraperitoneal:
e Células de Purkinje (cerebelo): los tejidos control mostraron un promedio 3.08
(x 3.52) de células rojas. Por el contrario en el grupo tratamiento con
esparteina se localizaron en promedio 5.17 (+ 3.89) de células rojas por

campo observado, la diferencia entre ambos promedios resulté significativa

(p< 0.05) (Figura 4).
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Corteza estriada: los tejidos control promediaron 9.44 (+ 22.74) células rojas,
mientras el grupo esparteina tuvo 66.84 (+ 34.329) células rojas, la diferencia
entre las medias resultaron significativas (p<0.05) (Figura 3).

Corteza frontoparietal: el grupo control no evidencié células rojas, mientras
que el grupo esparteina se cuantificd un promedio de 57.88 (+ 29.79) (Figura
5).

Corteza frontal: los tejidos control no mostraron células rojas, por el contrario
en el grupo esparteina presentd un promedio de 55.28 (+ 25.18) células rojas
(Figura 1).

CA4 (Hipocampo): los tejidos control tuvieron un promedio 2.17 (+ 32.86) de
células rojas , el grupo esparteina presentd 32.51 (+ 32.86) células rojas, la
diferencia resulto significativa (p<0.05) (Figura 2).

CA1 (Hipocampo): los cortes control no mostraron células rojas, mientras en
los cortes esparteina promedio 14.55 (+15.94) células rojas (Figura 7).

Giro Dentado( hipocampo): los tejidos control no mostraron células rojas,
mientras que en el grupo esparteina se localizaron 45.26 (+ 34.14) células
rojas (Figura 6).

Area Olfatoria: los tejidos control no mostraron células rojas, por el contrario
en los tejidos esparteina se localizaron 54.13 (+ 38.35) células rojas en
promedio (Fiziira 8).

Area amigdalea: el grupo control no mostré células rojas, por otro lado el

grupc esparteina promedi6 29.78 (£23.81) células rojas (Figura 9).



Tratamiento craneal:

Por otra parte la cuantificacion de células rojas en las diferentes regiones
analizadas en los animales tratados intracranealmente mostraron los siguientes
resultados:

» Celulas de Purkinje: los tejidos control promediaron 1.60 (£3.39) células rojas,

por el contrario en el grupo esparteina se cuantificaron 4.22 (+3.45) células
rojas, la diferencia existente resulté significativa (p<0.05) (Figura 4).

o Corteza frontoparietal: el grupo control mostroé 42.57(+37.39) células rojas, por
otro lado el grupo esparteina revelé 61.06(+38.74) células rojas, esta
diferencia entre los promedios resulté ser significativa (p<0.05) (Figura 5).

e Corteza estriada: en los cortes control se localizaron en promedio
21.62(+41.15) células rojas, por el contrario los cortes esparteina mostraron
78.35(%41.15), por lo que la diferencia fue significativa (p<0.05) (Figura 3).

* Corteza frontal: el grupo control no mostrd dafos; en el grupo esparteina se
localizaron 52.911(+32.33) células rojas (Figura 1).

e CA4( Hipocampo): los grupo control mostraron en promedio 1.91(%7.48)
células rojas, en el grupo esparteina se localizaron 13.28(+14.83) células
rojas, por lo que la diferencia fue significativa (p<0.05) (Figura 2).

e Giro Dentado (Hipocampo): ios grupos control no mostraron dafno, mientras el

grupo esparteina promedi6 28.57(+43.43) células rojas (Figura 6).
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*« CA1 (Hipocampo): en los cortes control no se visualizaron células rojas,
mientras que en los cortes esparteina 6.93(+16.02) (Figura 7).

e Area olfatoria : en los grupos control no se encontraron células rojas, en los
grupos esparteina se visualizaron 54.97(+34.33) (Figura 8).

e Area amigdalea: el grupo control no mostrd dafios, mientras el grupo

esparteina mostré 17.15(+31.76) células rojas (Figura 9).
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Figura 1. Muestra las medias y error estandar de células rojas en la corteza frontal.
La cuantificacion indico ausencia de w=stas células en ambos grupos control, no asi
en los grupos correspondientes a esparteina, donde el grupo esparteina IC mostre

un nimero considerable de estas células (p € 0.05)
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Figura 2. Muestra las medias y error estandar de células rojas en el hipocampo area
CA4. La cuantificacion indica mayor cantidad de estas células en el grupo de
esparteina IP y una considerable disminucién de celulas rojas en los grupos control
(e 0.05).
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Figura 3. Muestra las medias y error estandar de células rojas en corteza estriada.
La cuantificacién indica mayor cantidad de células rojas en el grupo esparteina IC y
en menor grado en el grupo esparteina IP. Mientras los grupos control muestran una

cantidad menor de estas células (p< 0.03).
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Figura 4. Muestra las medias y error estandar de células rojas en células de Purkinje
en Cerebelo. La cuantificacién indica mayor cantidad de células rojas en el grupo
esparteina IC y en menor grado en el grupo esparteina IP. Mientras los grupos

control muestran una cantidad menor de estas células (p<0.05).
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Figura 5. Muestra las medias y error estandar de la corteza frontoparietal. La
cuantificacién indica mayor cantidad de células rojas en el grupo esparteina IC.
Mientras el grupo control IC muestran una cantidad menor de estas células. Los

grupos IP tanto esparteina como control mosiraron ausencia de dafio. (p< 0.05).
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Figura 6. Muestra las medias y error estandar de células rojas en el giro dentado
correspondiente a Hipocampo. La cuantificacion indico ausencia de estas células en
ambos grupos control, no asi en los grupos correspondientes a esparteina, donde el

grupo IP mostré un numero considerable de estas células (p<0.05)
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Figura 7. Muestra las medias y error estandar de células rojas en CA1
correspondiente a Hipocampo. La cuantificacién indico ausencia de estas células en
ambos grupos control, no asi en los grupos correspondientes a esparteina, donde el

grupo IP mostrd un nimero considerable de estas células (p<0.05)
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Figura 8. Muestra las medias y error estandar de células rojas en el Area Olfatoria.
La cuantificacion indico ausencia de estas células en ambos grupos control, no asi
en los grupos correspondientes a esparteina, donde el grupo IC mostré un nimero

considerable de estas células (p<0.05).
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Figura 9. Muestra las medias y error estandar de células rojas en el Area amigdalea.
La cuantificacién indico ausencia de estas células en ambos grupos control, no asi
en los grupos correspondientes a esparteina, donde el grupo IP mostré un nimero

considerable de estas células (p<0.05).
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Figura 10. Cortes coronales correspondientes al Area Olfatoria de los
grupos tratados intracranealmente a) esparteina b) control y los grupes
tratados intraperitonealmente c¢) esparteina d) control; en los grupos
control las flechas indican neuronas normales; en los grupos esparteina
las flechas indican neuronas eosinofilicas. Tincién con HE. Aumento 20x,

la barra sefiala 30 um.
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Figura 11. Cortes coronales correspondientes a las celulas de Purkinje
en el cerebelo del los grupos tratados intracranealmente a) espareina, b)

control; y los grupos tratados intraperitonealmente c) esparteina, d)
control; en los grupos control las flechas indican neuronas en estado
normal; en los grupos esparteina las flechas indican neuronas
eosinofilicas. Tincion con HE. Aumento de 20x, la barra sefiala 30 um.
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Figura 12. Cortes correspondientes al area de corteza estriada en los
estratos Il y IV, de los grupos tratados intracranealmente a) esparteina, b)
control y los grupos tratados intraperitonealmente c) esparteina, d) control;
en los grupos controles las flechas indican neuronas en estado normal con
gliosis por efecto de la canulacion, b) ; en los grupos esparteina las flechas
indican neuronas eosinofilicas. Tincion con HE. Aumento 20x, la barra

senala 30 uym.
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Figura 13. Cortes coronales correspondientes al area de Hipocampo, giro

dentado de los grupos tratados intracranealmente a) esparteina, b) control y
los grupos tratados intraperitonealmente ¢ ) esparteina, d) control; las flechas
en los grupos control indican neuronas normales; en los grupos esparteina,
las flechas indican neuronas eosinofilicas. Tincion con HE. Aumento 20x, la

barra sefala 30 um.



DISCUSION

La esparteina es una alcaloide quinolizidinico que ha sido utilizado en Ia
industria farmacéutica como medicamento oxitdxico antiarritmico y como fungizida
durante muchos anos. El medicamento cayo en desuso por sus efectos secundarios
consistente en manifestaciones cardiovasculares (arritmia, taquicardia), neurologicas
(debilidad, astenia, visién borrosa y descoordinacion) y sintomas gastrointestinales
(nauseas y vomito). Estos trastornos se presentaban en 10 % de los pacientes que
la consumian, esto debido a su incapacidad de metabolizarla (Schmeller, 1988). De
manera paralela se ha descrito que el uso cronico de esparteina afecta las
motoneuronas en humanos (Marquez y col., 1999).

Por sus altos efectos neurotoxicos la esparteina es uno de los alcaloides mas
toxicos del grupo de alcaloides quinolizidinicos (AQ) (Schmeller y col., 1988). En
trabajos anteriores se han reportado los efectos de los extractos crudos de AQ
(Lupinus montanus y Lupinus reflexus, especies que contienen esparteina como AQ
mayoritario). Los hallazgos en estos trabajos reportaron dafios en estructuras
cerebrales como hipocampo y corteza cerebral, parte de las mismas estructuras a
las encontrados con dafio en este estudio. Asimismo otros estudios relacionados con
los efectos causados por los alcaldides de lupinus, son similares a los hallazgos
encontrados en el presente trabajo; por ejemplo, Schmitt (1980), Lechat (1978),
Cohen (1981), Pierié y Kirkiacharian (1986) describieron los efectos de la esparteina
en el Sistema Nervioso Auténomo, tales efectos fueron sedativos a dosis menores a
la DL (dosis minima no ietal) y efectos antimuscarinicos a dosis cercanas a DLioo
siendo probablemente la consecuencia del bloqueo ganglionar. Otros estudios, como
el realizado por Pothier, Cheavy Galand (1998) describen efectos toxicos en el
ratén: como reduccion en la actividad locomotora y respiratoria, excitacion y signos
de intoxicacion muy similares a los encontrados.

Los resultados obtenidos sobre la neurotoxicidad que produce la esparteina
en el SNC, puede considerarse que ocurren mediante el mecanismo de accion que
han sugerido algunos autores y que consiste en inhibir los canales de Na* o K de la

membrana neuronal, lo que modifica el transporte ionico a través de su membrana
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(Schmeller y Wink; 1998). Sin embargo, el mecanismo de accién de la esparteina a
nivel de sistema nervioso central es adn incierto ya que los datos obtenidos en el
presente estudio muestran que el dafio fue selectivo a cierto tipo de neuronas y que
por el momento no se puede describir que caracteristica quimica o funcional
comparten estos grupos neuronales. A nivel del SNP, los estudios han mostrado
~que la esparteina activa el receptor acetilcolinico de tipo muscarinico atribuyéndole
propiedades ganglioplégicas (Ajid y col: 1988).

Los hallazgos encontrados, por medio de observacién microscopia de los
cortes histolégicos, nos indican que la esparteina produce dafio severo en SNC.
Después de haber sometido los animales al tratamiento intraperitoneal o intracraneal,
las preparaciones histologicas del tejido nervioso, tefiidas con Hematoxilina y
Eosina mostraron datos sobre la extension y las caracteristicas morfolégicas del
dafo causado por la esparteina. Las zonas afectadas por la esparteina (corteza
frontal, frontoparietal y estriada, zonas CA1, CA4 y giro dentado en hipocampo, area
olfatoria, area amigdalea y cerebelo) presentaron una importante extension de dafio.
Aunque cabe sefnalar que los dafos observados en la corteza estriada, solo se
observaron en el grupo canulado, esto debido a la presencia de la canula. A pesar
de esto, solo se representaron pequenas variaciones entre las dos vias de
tratamiento. Lo anterior resulto muy similar a los estudios realizados con la utilizacién
de extractos de alcaloides de diferentes especies de lupinus, en estos trabajos se
mostré la presencia de células rojas y alteraciones en la membrana nuclear y
celular con hinchamiento en corteza frontal, frontoparietal y estriada, hipocampo y
area olfatoria en el cerebro de la rata (Asencio, 2000, Nolasco y col., 2002).

Al analizar si existe una relacion entre el dafo provocado por la esparteina y
los signos clinicos manifestado por los animales puede decirse lo siguiente; las
anormalidades y deficiencia en el movimiento pueden tener relaciéon con el dafio
observado en corteza frontal y frontoparietal sitios donde se encuentra el area
motora; la desorientacion y pérdida del equilibric pudo haber sido producida por el
dafio en cerebelo, ya que éste funciona junto con otras areas del cerebro para
accionar una secuencia de actividades que modulan e! squilibrio; el hipocampe v !

area amigdalea estructuras importantes del sistema limbico, son zonas donde se
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llevan acabo los procesos de la conducta emocional, Sin embargo, debido a que en
este estudio no se realizaron pruebas de conducta no podemos determinar si se
vieron afectadas las funciones en que participan. Asi mismo el area olfatoria no fue
posible relacionarla a algun deficit olfatorio de los animales con la zona y la actividad
cerebral que realiza.

Con relacién a la sensibilidad mostrada por ciertas estructuras cerebrales a la
accion de toxicos, otros estudios relacionados con neurotoxicidad han mostrado que
las células piramidales y granulares, asi como las células de Purkinje son los tipos
neuronales mas sensibles a procesos de intoxicacién aguda con cobre (Adogwa y
col., 1999)

En general el dafo causado por la esparteina por ambos tipos de
administracion descritos en este estudio provee una sélida base para estudios mas
detallados en futuras investigaciones relacionadas con la neurotoxicidad de éste
alcaloide.

Por ultimo se puede mencionar que la presencia de células rojas en el
cerebelo de cortes del grupo control canulado, pueda deberse a un dafo indirecto
provocado por el proceso de la canulacién, ya que existe una importante conexion
entre neuronas de la corteza estriada con células de Purkinje y estas ultimas
pudieron afectarse por la perdida de esta conexién, ya que es conocido que una
neurona deaferentada puede iniciar un proceso degenerativo (Becher, 2003) ademas
de la conexidon con otras zonas que también fueron afectadas en menor proporcion.

Mientras que la presencia de células rojas presentes en cerebelo de los animales

control intraperitoneal no puede explicarse.



CONCLUSIONES

i 1 Los principales hallazgos anatomopatologicos por dafio de esparteina fueron
la degeneracion neuronal manifestada por eosinofilia, cavitacién y vacualizacion.

2 Las principales zonas dafadas en el cerebro de la rata fueron corteza frontal,
frontoparietal, estriada, CA1, CA4, giro dentado (hipocampo), células de Purkinje en
| cerebelo, area amigdalea y area olfatoria.

3. La cuantificacion de células rojas en las zonas estudiadas mostré una
magnitud de dafio muy severo, ya que en todas las zonas cerebrales analizadas se

encontrd un nimero significativo de células con dafio por la accién de la esparteina.
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