87

Particularmente, en cerebelo ademas de la vacuolizacion en células de Purkinje, células de
Golgi y células granulares, se observo el arbol dendritico y los axones de las células de Purkinje
aumentados de 2 a 3 veces en espesor, generando un cambio en la arquitectura de la capa
molecular (Figura N° 3.4). En periferia a las neuronas de los nucleos profundos y en vecindad
del soma de las células de Purkinje se observaron estructuras circulares eosinofilicas de diversos
tamaios, clasificadas como esferoides axonales y torpedos.
Figura N° 3.4 (A) Corteza cerebelar en un ovino del GC y (B) un ovino del GT. Notese el

cambio en la morfologia de la capa molecular debido al aumento del espesor del arbol
dendritico (flechas)

En las regiones del SNC de los ovinos tratados, se observaron diferentes grados de
severidad de la vacuolizacion: 1) en las células de Purkinje la cromatodlisis fue total, con vacuolas
coalescentes que tenian aspecto de “burbujas” generando una disrupcion total del citoplasma con
cambios evidentes en la arquitectura celular (Figura N° 3.5B), y ii) en neuronas del nucleo

reticular medular, la cromatoélisis fue fina y extensa observandose dilatacion del cuerpo neuronal

(Figura N° 3.5D).
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Figura N° 3.5: (A) Células de Purkinje de un ovino del GCy (B) de un ovino del GT, la severa
vacuolizacion ocup6 todo el citoplasma desplazando el nucleo hacia la periferia (circulo).
(C) Nucleo reticular medular de un ovino del GC y (B) un ovino del GT. Notese la severa
vacuolizacion fina que ocup6 gran parte del citoplasma y desplaza el nucleo hacia la
periferia (flechas).

5|

En el ntcleo gracilis se observaron estructuras circulares eosinofilicas de diversos

tamarnos, clasificados como esferoides axonales (Figura N° 3.6).
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Figura N° 3.6 (A) Nucleo gracilis de un ovino del GC y (B) un ovino del GT. Nétese la
presencia de numerosos esferoides axonales (flechas)

b) Higado
En este organo no se observaron diferencias evidentes entre animales tratados y los
controles (Figura N° 3.7).

Figura N° 3.7 (A) Parénquima hepatico de un ovino del GC y (B) un ovino del GT. Noétese la
ausencia de alteraciones evidentes en los hepatocitos.
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¢) Rinon
En los ovinos del grupo tratado, la vacuolizacion a nivel renal se observo en las células
epiteliales de los tiibulos contorneados proximales de la corteza renal y los tibulos colectores
principalmente de la region medular. El grado de la lesion fue severo generando una
modificacion en la arquitectura celular. Los ovinos del grupo control no presentaron alteraciones
renales detectables en la histologia (Figura N° 3.8).
Figura N° 3.8 (A) Tejido renal de un ovino del GC y (B) un ovino del GT. Se observa

moderada vacuolizacién en células epiteliales de los tibulos contorneados proximales
(circulo rojo).

d) Utero

En los ovinos del grupo tratado, se observd vacuolizacion fina y generalizada en el
epitelio endometrial y glandular. Los ovinos del grupo control no presentaron alteraciones

uterinas detectables en la histologia (Figura N° 3.9).
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Figura N° 3.9 A) Glandulas uterinas de un ovino del GC y (B) un ovino del GT. Nétese la

vacuolizacion en células glandulares (circulo rojo). Circulo negro: glandula normal.

Hallazgos microscopia electronica.
Cortes semifinos

a-En cerebelo, se observaron con mayor detalle las vacuolas citoplasmaticas en las células
de Purkinje de los ovinos del grupo tratado. En estas células se distinguieron numerosas vacuolas
que ocupaban mas de la mitad del espacio citoplasmatico. En las muestras de los ovinos del
grupo control, las células de Purkinje y las células estrelladas se observaron con el citoplasma

homogéneo y sin vacuolizacion (Figura N° 3.10).

Figura N° 3.10 (A) Células de Purkinje y estrelladas con citoplasma homogéneo y normal
de un ovino del GC. (B) Células de Purkinje con numerosas vacuolas citoplasmaticas
(flechas) de un ovino del GT

T2 A
: h]
L

®)




92

b-En ttero de los ovinos del grupo tratado se observd un patrén de vacuolizacion
principalmente en epitelio uterino. Sobre el borde apical del epitelio se aprecié la ausencia de
secrecion; sin embargo los granulos de secrecion se mantuvieron en cantidad y tamafio. En
animales controles se observaron cé¢lulas cilindricas con una secrecion mucoide sobre el borde

apical del epitelio (Figura N° 3.11).

Figura N° 3.11 (A) Epitelio uterino de células cilindricas con citoplasma homogéneo y
secrecion mucoide (flecha) en un ovino del GC. (B) Epitelio uterino con numerosas vacuolas
citoplasmaticas en un ovino del GT

Cortes ultrafinos

a) Cerebelo
Ultraestructuralmente, en las células de Purkinje las vacuolas midieron entre 1-10um
constituidas por una membrana simple. La mayoria de las vacuolas contenian material granuloso
electrodenso en su interior correspondiente a fragmentos de membrana, sustancias amorfas o
granulos densos. Este patron se observo en las células de Purkinje, células de la granulosa y

astrocitos (Figura N° 3.12).
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Figura N° 3.12 (A) Célula de Purkinje de un ovino del GT y (B) astrocito de un ovino del GT.
Obsérvese la gran cantidad de vacuolas (V) citoplasmaticas de diversos tamafios y algunas
con material granular en su interior (flechas amarillas). Tanto el nucleo (N) como las

Resultados de lectinhistoquimica.

En las muestras de cerebelo de los ovinos del grupo tratado, se observo una leve marcacion
con LCA y sWGA en células de Purkinje y fuerte marcacién en las neuronas de los nucleos
profundos del cerebelo (Figura N° 3.13). Con la lectina RCA la marcacion fue negativa y con la
Con-A revel6 un aumento de la marcacién del fondo, que no permitié apreciar diferencias entre

los ovinos del grupo control y grupo tratado para ambas lectinas.
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Figura N° 3.13 (A) Células de Purkinje de un ovino del GC y (B) un ovino del GT. La marcacion
de color marron pardo representa la union moderada para la lectina LCA (circulos rojos). En
neuronas de un animal control no se observd marcacion (circulos negros). LHQ. Método
estreptavidina-biotina, contraste con hematoxilina de Harris.

--

En las muestras de médula oblonga de los ovinos del grupo tratado, las neuronas

extrapiramidales del nticleo reticular medular fueron fuertemente marcadas en su citoplasma con
las lectinas afines a a-manosa y N-acetilglucosamina (LCA y sWGA) (Figura N° 3.14). Las
neuronas del nucleo hipogloso presentaron una marcacion moderada con las mismas lectinas.

Figura N° 3.14 (A) Médula oblonga de un ovino del GC y (B) un ovino del GT. La marcacién de
color marrén pardo representa la union fuerte para la lectina LCA en neuronas (circulos rojos).

En neuronas de un animal control no se observd marcacion (circulos negros). LHQ. Método
estreptavidina-biotina, contraste con hematoxilina de Harris.

--
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El grado de marcacion con las lectinas utilizadas en diferentes grupos se detalla en la

Tabla N° 3.7.

Tabla N° 3.7 Promedio del grado de marcacién de las lectinas. Se observan las diferencias
en la marcacidn segtin area del SNC evaluadas para los dos grupos de ovinos.

Lectina Neuronas evaluadas GC GT
Células de Purkinje - +
LCA Nucleo profundo del Cerebelo - +++
Nucleo Hipogloso - ++
Nucleo Reticular Lateral - +++
Células de Purkinje - -
sWGA Nucleo profundo del Cerebelo - +++
Nucleo Hipogloso - ++
Nucleo Reticular Lateral - ++
Células de Purkinje + -
RCA  Nucleo profundo del Cerebelo - -
Nucleo Hipogloso - -
Nucleo Reticular Lateral - -
Células de Purkinje ++ ++
Con-A Nucleo profundo del Cerebelo + ++
Nucleo Hipogloso ++ ++
Nucleo Reticular Lateral ++ +++

Ref. (-) negativo, (+) suave; (++) moderado; (+++) fuerte
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5.3 DISCUSION

En el presente trabajo se logréd reproducir experimentalmente por primera vez la
intoxicacion por Astragalus pehuenches en ovinos con una dosis diaria de 2mgSW/kgPV durante
un periodo de 54 dias. El protocolo utilizado simularia en una condicion de campo que cada
animal consumiera aproximadamente 110 gramos de planta verde todos los dias durante 54 dias.
Las lesiones encontradas coinciden con lo descripto por Robles y col (2000) en un caso natural y
en reproducciones experimentales con otras plantas que contienen swainsonina reportadas
Stegelmeier y col (1999) y por Driemeier y col (2000).

En este estudio no se observaron diferencias significativas entre los animales tratados y
los controles en el peso vivo como tampoco en la condicion corporal. Esto fue corroborado en la
necropsia por el abundante depdsito graso que se determind en ambos grupos y coincide con lo
reportado por Robles y col (2000) quienes observaron abundante reservas grasas en ovinos
afectados en casos de intoxicacion natural por Astragalus pehuenches. Sin embargo, numerosos
trabajos realizados con otras especies de Astragalus y Oxytropis han demostrado que la
intoxicacion genera emaciacion (James y col, 1970, Stegelmeier, 1999) y pérdida del estado y
deterioro general en la apariencia del animal (Huxtable y col, 1982) pero sin explicar el motivo
de esta alteracion.

En el presente estudio no se evidenciaron modificaciones del comportamiento en ninguno
de los grupos utilizando una dosis 2.0 mgSW/kg/dia y por un periodo de 54 dias. Sin embargo,
Stegelmeier y col (1999) en un estudio con Oxytropis sericea en ovinos a dosis de 0.8 a 1.0
mgSW/kg/dia a partir de los 20 dias reporta que los animales presentaron depresion y temblores

musculares. En el mismo estudio, Stegelmeier y col correlacionaban los signos clinicos con
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lesiones severas a nivel del sistema nervioso central. Si bien en el presente estudio también se
observo severa vacuolizacion a nivel SNC, las mismas no se lograron manifestar clinicamente.

Los andlisis bioquimicos de enzimas séricas permitieron establecer patrones en las
alteraciones de la actividad de la enzima AST, aportando datos para la caracterizacion de la
intoxicacion ya que confirman los resultados obtenidos en cobayos realizados en la presente tesis,
y son similares a trabajos previamente descriptos por Stegelmeier y col, (1995; 2005).

El patron de la actividad enzimatica de a-manosidasa se caracterizé por una disminucion
abrupta de la actividad enzimatica en plasma en el grupo tratado en la primera y segunda semana
de ensayo, coincidiendo con lo observado en bovinos alimentados con Astragalus lentiginosus
(Stelgemeier y col, 1994) y caprinos alimentados con Sida carpinifolia (Bedin y col, 2010). En
los citados trabajos, la inhibicion enzimatica permanecio por debajo de los valores de referencia,
en todo el periodo durante el cual los animales consumieron la planta; mientras que en el presente
estudio, a partir de la tercera semana se observo en el grupo tratado un aumento de la actividad de
la a-manosidasa hasta el punto de equipararse con los valores del grupo control al final del
ensayo. Este fenomeno fue observado por Tulsiani y Touster (1983), citado por Daniel y col
(1984), quienes determinaron un incremento inexplicable en el nivel tisular de la enzima en
experimentos in vivo sobre animales tratados con swainsonina. Una hipoétesis surgida del presente
estudio es que existiria una “adaptacion” y/o “retroalimentacion” enzimatica que se produce
luego de un periodo entre 15 y 25 dias de iniciado el consumo de swainsonina. La comprobacion
de este mecanismo es compleja y escapa a los objetivos de la presente tesis, por lo que se
justificaria la realizacion de nuevos trabajos que permitan comprobar dicha hipoétesis.

Del mismo modo que sucedid en la reproduccién experimental en cobayos, en ovinos se

pudo verificar la excrecion temprana de oligosacaridos (OLG) en orina. Estos resultados
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concuerdan con Bedin y col (2009) quienes en un trabajo en caprinos alimentados con Sida
carpinifolia detectaron OLG a partir del cuarto dia de consumo de la planta. En el presente
estudio la excrecion se mantuvo por todo el periodo de ensayo y determiné la excrecion de mas
de un tipo de OLG. Daniel y col (1984) en un estudio quimico mas detallado establecieron que se
excretaban cuatro oligosacaridos que varian Uinicamente en la cantidad de moléculas de manosa
(Man(,.5)GlcNAc,). La determinacion temprana de un metabolito especifico de la intoxicacion
como serian los OLG, permitiria detectar a los animales subclinicos y poder asi tener informacion
para la toma de decisiones a nivel del pastoreo.

Microscopicamente, la vacuolizacion en sistema nervioso central, utero y rifiéon fue la
lesiéon mas significativa encontrada en los ovinos tratados. A nivel del sistema nervioso central
esta lesion vari6 en intensidad y forma de presentacion segun el tipo de neuronas evaluadas. Las
células de Purkinje fueron la principal poblacion neuronal afectada tanto en intensidad de la
lesion y forma de vacuolizacion. Tanto los resultados histopatoldgicos a nivel de sistema
nervioso central como renal coinciden con las lesiones observadas en el caso natural ocurrido en
el afio 2000 (Robles y col, 2000), como en casos de ovinos intoxicados experimentalmente con
Astragalus lentiginosus y Oxytropis sericea (Van-Kampen y col, 1971, Stegelmeier y col, 1999)
y en otras a-manosidosis adquiridas (de Balogh y col, 1999; Driemeier y col, 2000). Ninguno de
estos autores reportaron lesiones en utero, por lo que el presente seria el primer estudio en que se
evalud y describid dichas lesiones.

Si bien la vacuolizacion fue la principal y mas generalizada lesion encontrada en cobayos
y ovinos existieron diferencias en cuanto el cuadro histopatolégico en el sistema nervioso central.
Como se mencion6 en el Capitulo I, las poblaciones neuronales afectadas con mayor severidad

en los cobayos fueron las neuronas del nticleo hipogloso seguidas por las neuronas de los ntcleos
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profundos del cerebelo (Tabla N° 2.4, pag.53). En contraste, en los ovinos se determind que la
principal poblacion neuronal afectada fueron las células de Purkinje seguidas por las neuronas de
la corteza motriz (Tabla N° 3.3). Este patron disimil entre especies animales ha sido reportado en
otros trabajos (Stegelmeier y col, 1999; Cholich y col, 2013).

A nivel regional, la severa vacuolizacion en las células de Purkinje podria ser considerada
de significancia diagnostica. En la Patagonia argentina, la ausencia de enfermedades exoticas
productoras de vacuolizacion en neuronas como scrapie y encefalopatia espongiforme bovina
(EEB) (Schudel y col, 1997), y la ausencia de otros géneros de plantas que produzcan
enfermedad de almacenamiento lisosomal como Ipomoea spp, Sida spp, Oxytropis spp; nos
permiten proponer a esta lesion como lesion patognomonica en la region, para la intoxicacion por
plantas del género Astragalus spp.

Las lesiones encontradas en el ttero son consideradas un hallazgo novedoso. Si bien el
aspecto reproductivo de la intoxicacion por plantas que contienen swainsonina ha sido estudiado
por sus efectos estrogénicos (James y col, 1972), abortigénicos (van Kampen y col, 1971) y
teratogénicos en ovinos (James, 1975), y a nivel vascular uterino y placentario en caprinos (Hafez
y col, 2007; Armien y col, 2011), el Gtero no habia sido producto de estudio con anterioridad al
presente trabajo. La vacuolizacion observada en epitelio uterino y células epiteliales de la
glandula endometrial podrian explicar las pérdidas gestacionales que son imputadas a la
intoxicacion por plantas con swainsonina en animales de produccion (James y col, 1972).

El patron de marcacion de las lectinas LCA y sWGA, coincide con reportes anteriores,
confirmando que existe material glicosilado acumulado en el citoplasma celular y que este

material estd principalmente constituido por compuestos ricos en manosa y N-acetilglucosamina.
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De esta forma se corrobora la utilidad de la lectinhistoquimica para la confirmacion de a-
manosidosis adquirida (Alroy y col, 1985; Driemeier y col, 2000).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman que Astragalus pehuenches
produce una enfermedad de almacenamiento lisosomal similar a la que se produce por el
consumo de otras especies de plantas que contienen swainsonina. El éxito en la reproduccion
experimental de la intoxicacion tanto en cobayos como en ovinos, permitird profundizar los
estudios de la enfermedad con el fin de determinar métodos de diagnodstico precoz, tratamientos

y/o prevencion de la intoxicacion en ovinos.
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CONCLUSIONES FINALES

1.

El presente trabajo constituye el primer estudio del pais en el que determind que las
poblaciones de Astragalus pehuenches de la region sur de la provincia de Rio Negro son
toxicas, detectandose valores de 70 y 100 veces mas de swainsonina que el umbral

toxico.

Se logr6é reproducir por primera vez la intoxicacion por Astragalus pehuenches en
cobayos mediante la administracion de planta entera a una dosis diaria de =15mgSW/kg
durante 54 dias. Se propone que el uso del cobayo sea utilizado meramente si se desea
tener la confirmacion por afirmativo o negativo sobre la accion toxigénica de una especie

vegetal sospechada de poseer swainsonina.

Se logré reproducir por primera vez la intoxicacion por Astragalus pehuenches en ovinos
mediante la administracion de planta entera a una dosis diaria de 2mgSW/kg durante 54
dias. Los hallazgos histopatologicos concuerdan con las lesiones reportadas en los casos
naturales de la intoxicacion por Astragalus pehuenches y con lesiones resultantes en
intoxicaciones experimentales y naturales con otras especies y géneros de plantas que

poseen swainsonina.

A partir de la primer semana de intoxicacion se detecto la excrecion de oligosacaridos en
orina que caracteriza a la a-manosidosis, determinando que es una prueba especifica para

discernir entre animales que consumieron o no Astragalus pehuenches. Se propone
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desarrollar un sistema de deteccion rapido y sencillo que pueda realizarse al pie del
animal para ser utilizado en el diagnostico subclinico temprano in-vivo, especialmente

luego de la introduccion de animales en campos con presencia de Astragalus pehuenches.

La vacuolizacion fue la principal lesion histopatologica encontrada en sistema nervioso
central, tanto en cerebelo como en médula oblonga, siendo las células de Purkinje las
neuronas mas afectadas en ovinos. Basado en este hallazgo se propone que durante la
necropsia se tome una muestra de cerebelo en formol, ya que la observaciéon de
vacuolizacion en células de Purkinje podria ser considerada una lesion patognomonica

para esta intoxicacion en la region patagonica.

Por primera vez se reportan lesiones de vacuolizacién en epitelio y glandulas
endometriales del ttero en animales que consumieron Astragalus pehuenches. Lo que
plantea la hipotesis de que estas lesiones podrian generar alteraciones estructurales que
distorsionarian la funcionalidad celular, pudiéndose explicar algunos de los trastornos

reproductivos que generan las plantas que contienen swainsonina.

Las técnicas de lectinhistoquimica e inmunohistoquimica permitieron caracterizar a la
intoxicacion por Astragalus pehuenches como una enfermedad neurodegenerativa por
almacenamiento lisosomal de compuestos glicosados ricos en manosa y N-

acetilglucosamina.
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