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RESUMEN
Solanum bonariense es un arbusto ampliamente distribuido en Uruguay,
Argentina y el sur de Brasil, cuya ingestion provoca la degeneracion cortical
cerebelosa en bovinos. La demostracion de la toxicidad en caprinos podria
aportar informacion nueva sobre el uso de la cabra como modelo animal de
esta intoxicacion, permitiendo avanzar en el conocimiento de la patogénesis de
esta neurodegeneracion. En el presente estudio, se utilizaron 5 cabras que
recibieron un bolo oral de hojas secas de S. bonariense mezcladas con melaza,
equivalente al 0,75% del peso corporal/dia hasta la confirmacidn de signos
cerebelosos, mientras que, a otros dos, a los que se le suministré un bolo diario
con fardo de alfalfa picado fino y melaza, en igual proporcién a la usada en los
caprinos tratados con S. bonariense, se utilizaron como controles. La dosis
diaria acumulada que provoco signos cerebelosos a los 362 dias, fue de
0,524kg de hojas secas de S. bonariense /kg PV (equivalente a 2,251 kg hojas
frescas de S. bonariense | kg de PV). Los signos clinicos fueron: ataxia,
aumento de la base de sustentacion, temblores de intencidon, mioclonias,
dificultad para mantenerse apoyado en los miembros posteriores, o alcanzar
objetos o comida por encima del nivel de la cabeza, y reaccion positiva a la
prueba de elevacion de la cabeza con liberacién subita (Head Raising Test). El
estudio histopatolégico de los caprinos tratados, reveld lesiones cerebelosas
con caracteristicas similares a las reportadas en bovinos, caracterizandose por
la pérdida progresiva de células de Purkinje en la corteza cerebelosa de los
animales intoxicados experimentalmente. Se confirmo la toxicidad experimental
del S. bonariense para caprinos, identificando y caracterizando los signos
cerebelosos, asi como la pérdida progresiva de células de Purkinje de la

corteza cerebelosa.



ABSTRACT
Solanum bonariense is a shrub widely distributed in Uruguay, Argentina, and
southern Brazil, the ingestion of which causes cerebellar cortical degeneration
in cattle. The demonstration of toxicity in goats could provide information on the
use of the goat as an animal model of this intoxication, allowing to advance in
the knowledge of the pathogenesis of this neurodegeneration. In the present
study, 5 goats received an oral bolus of dried leaves of S. bonariense mixed
with molasses, equivalent to 0.75% of body weight / day until the confirmation of
cerebellar signs, while another two goats, used as control animals, which were
given a daily bolus with finely chopped dried leaves of alfalfa and molasses, in
the same proportion as that used in goats treated with S. bonariense. The
accumulated daily dose that caused cerebellar signs at 362 days was 0.524kg
of dry leaves of S. bonariense | kg BW (equivalent to 2.251 kg fresh leaves / kg
LW). The clinical signs were: ataxia, increased base stance, intention tremors,
myoclonus, difficulty in keeping supported on the hind limbs, or reaching objects
or food above the head level, and positive reaction to Head Raising Test (HRT).
The histopathological study of treated goats revealed cerebellar lesions with
similar characteristics to those reported in bovines, characterized by the
progressive loss of Purkinje cells in the cerebellar cortex of experimentally
intoxicated animals. The experimental toxicity of goats with S. bonariense was
confirmed, by identifying and characterizing the cerebellar signs, as well as the

progressive loss of Purkinje cells of the cerebellar cortex.



INTRODUCCION

El Solanum bonariense L. (S. bonariense), conocido popularmente como
“naranijillo”, es un arbusto autéctono y perenne distribuido en todo el territorio
nacional, especialmente abundante en el litoral del rio Uruguay y sus afluentes
(Linnaeus, 1753; Lombardo, 1983). Los bovinos que lo ingieren durante largos
periodos de forma natural o experimental, desarrollan una degeneracién
cortical cerebelosa caracterizada histopatolégicamente por vacuolizacion y
desaparicion de las células de Purkinje, con presencia de torpedos axonales y
microcavitaciones en la sustancia blanca del cerebelo (Verdes et al., 2006). Las
lesiones encontradas en este tipo de degeneracion cerebelosa, asi como las
observadas en otros casos descritos en intoxicaciones por plantas del género
Solanum en rumiantes, son similares a las constatadas en enfermedades de
acumulo lisosomal y en gangliosidosis adquiridas o heredables descritas en
humanos y en diferentes especies animales (Pienaar et al., 1976; Menzies et
al., 1979; Riet-Correa et al., 1983; Bourke, 1997; Porter et al.,, 2003). Para
producir este tipo de enfermedades, se requiere de la inhibicion o de la
alteracion de hidrolasas lisosomales especificas, desencadenando el acumulo
de los residuos glucidicos especificos no digeridos dentro de las células
afectadas (Jolly y Walkley., 1997).

En el caso de S. bonariense, también se ha confirmado que la
intoxicacion en bovinos provoca en las células de Purkinje un acumulo
vesicular con presencia de cuerpos residuales electron-densos en su interior y
una desagregacion de los ribosomas asociados a las membranas del reticulo
endoplasmico (Verdes et al., 2006). Estas vesiculas podrian ser lisosomas,
pero resulta poco probable que las vesiculas con similar contenido que se
encuentran acumuladas dentro de los axones, ubicadas a gran distancia del
soma también lo sean (Verdes et al., 2006). Este acumulo vesicular intra-axonal
podria estar determinado por la inhibicion de la sintesis de elementos de
citoesqueleto en el soma de estas neuronas, determinandose asi, la alteracion
del transporte axoplasmico con la consiguiente acumulacién de vesiculas de
exocitosis y endocitosis y mitocondrias en estructuras denominadas esferoides
axonales (Verdes et al., 2006). Esta hipotesis se ha confirmado en otras
enfermedades neurodegenerativas en humanos, cuya causa primaria es la
alteracion del transporte axoplasmico (Summers, Cummings y De Lahunta,
1995).



En la intoxicacidn con S. bonariense en bovinos existen alteraciones
tanto de la inmunorreactividad contra elementos de citoesqueleto (Verdes et al.,
2015), como de la ubiquitina en su forma conjugada, lo que confirmaria una
participacion de la ruta hidrolitica no lisosomal mediada por el sistema
Ubiquitina/Proteasoma -UPS- (Verdes et al., 2006). Encontrandose una
inmunomarcacion contra Calbindina D 28K similar a lo normal en las células de
Purkinje sobrevivientes a la intoxicacion -esta proteina es la principal
moduladora de la concentracién de calcio intracelular en este tipo neuronal-, sin
identificar células apoptdticas en los mismos cortes, lo que nos lleva a afirmar
que la muerte de estas células no se produce por apoptosis (Verdes et al.,
2010).

Esto ultimo, junto con la alta especificidad del dano a la célula de
Purkinje observado en esta intoxicacion, se contrapone a la idea de que este
tipo de degeneracion cerebelosa sea debido exclusivamente a la inhibicion de
la actividad hidrolitica lisosomal, tal como ocurre en otros casos de
intoxicaciones por plantas en los que se afectan muchos otros tipos celulares
en el organismo, incluidas también las células de Purkinje del cerebelo (Jolly et
al., 1997). De lo discutido hasta aqui, podemos decir que se ha avanzado de
forma importante en el conocimiento de esta enfermedad, en lo que respecta a
la descripcion de las lesiones causantes de la misma en los bovinos, siendo
una linea de investigacion que sigue aportando nuevo conocimiento. Debido a
las dificultades que surgen para seguir estudiando experimentalmente esta
intoxicacion en bovinos -mayores costos operativos, asi como mayores
dificultades de manejo-, hemos comenzado a explorar el estudio experimental
de esta intoxicacion en caprinos (Verdes et al., 2013), ya que existen reportes
de intoxicacion natural en esta especie con otros miembros de esta familia de
solanaceas que causan degeneraciéon cerebelosa (Bourke, 1997; Porter et al.,
2003). El objetivo de este trabajo fue desarrollar mediante la intoxicacion
experimental de caprinos, un modelo animal alternativo al uso de bovinos,
caracterizando histopatologicamente las lesiones identificadas en la corteza

cerebelosa de los caprinos intoxicados.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Aspectos botanicos y toxicoldgicos del Solanum bonariense.

El S. bonariense es un arbusto perenne que se encuentra ampliamente
distribuido en Argentina, sur de Brasil y Uruguay (Linnaeus, 1753). En
Montevideo se lo encuentra en lugares bajos y humedos, en muchos casos
donde hubo actividad humana como especie ruderal (Figura 1). Los bovinos
que ingieren esta planta por tiempos prolongados, desarrollan una
degeneracion cortical cerebelosa caracterizada por un cuadro de ataxia,
hipermetria, hiperestesia, marcha tambaleante, temblores musculares,
extension de cabeza y miembros toracicos, opistétonos y nistagmo (Riet-
Correa et al., 1983; Verdes et al., 2006). En otros paises, se han descrito otras
especies de este género que producen sintomas y lesiones similares en
bovinos (Pienaar et al., 1976; Menzies et al., 1979; Riet-Correa et al., 1983;
Guarana et al., 2011, Lima et al., 2014) y cuadros cerebelosos similares en
caprinos en pastoreo en Australia y EE. UU. (Bourke, 1997, Porter et al., 2003).
Hasta el momento, no se ha confirmado experimentalmente la intoxicaciéon en
cabras de ninguna de estas especies de Solanum (Bourke, 1997; Porter et al.,
2003).

Figura 1. Solanum bonariense L. (1753) en flor y con presencia de frutos

maduros e inmaduros, de ahi su nombre vulgar naranjillo (Verdes et al., 2006).



La importancia de las intoxicaciones por plantas en rumiantes radica en
que algunas de las mismas, se encuentran en zonas de explotaciones
ganaderas. En nuestro pais la ganaderia se basa en sistemas pastoriles,
siendo el principal recurso forrajero el campo natural. En esto radica el
reconocimiento de aquellas especies vegetales potencialmente toxicas para los
rumiantes en pastoreo. En el caso de aquellas especies como el S. bonariense,
que ocasionan neurodegeneracion, afectando la salud y el bienestar animal,
provocando pérdidas econdmicas directas e indirectas para los productores y el
pais (Medeiros et al., 2001). Estudios de incidencia en la region y el pais,
demuestran que las pérdidas econdmicas ocasionadas por el consumo de
plantas toxicas pueden ser de gran importancia. Un relevamiento expone que
en Rio Grande do Sul (Brasil) con una poblacion bovina de 13 millones de
cabezas, las pérdidas econdmicas se estiman entre 12,8 a 18 millones de
ddlares, en Uruguay (poblacion bovina de 14 millones de cabezas) las pérdidas
econdmicas estimadas serian de 19,6 millones de dolares (Medeiros et al.,
2001).

Una caracteristica general de todos los vegetales es su gran habilidad
para biosintetizar un amplio rango de compuestos no nutricionales,
generalmente de bajo peso molecular, llamados metabolitos secundarios.
Dentro de este grupo encontramos entre otros a las saponinas y a los
glicoalcaloides, que aparecen expresados especialmente en la familia
Solanaceae. Las saponinas tienen una notoria actividad bioldgica, incluyendo
hemodlisis, toxicidad para animales de sangre fria y una potente actividad
antimutagénica y citostatica. Por su parte los glicoalcaloides ejercen efectos
deletéreos sobre una variedad de sistemas biolégicos, incluyendo membranas,
organelos y células aisladas, llegando incluso a afectar al ser humano
(Vazquez, 1997). Como se menciond previamente, a través de estos
metabolitos secundarios, muchos miembros del género Solanum causan una
variedad de cuadros clinicos, a modo de ejemplo hipervitaminosis D, cuadros
tremorgénicos, y nerviosos tanto en animales como en el hombre (Baker et al.,
1989).

Aungue no se han aislado los principios activos en aquellas especies de
Solanum que causan degeneracion cortical cerebelosa, se puede suponer que
las sustancias causantes de estas enfermedades en diferentes partes del

mundo deberian ser similares. Pese a ello, aun no se han podido identificar



fracciones solubles de estas plantas que reproduzcan experimentalmente la
degeneracion cerebelosa observada por la ingestion de este grupo de plantas
en los bovinos o en los caprinos. Por lo que el desarrollo de modelos
experimentales de esta intoxicacion podria ser de utilidad para ayudar a
entender la patogenia y estudiar las toxinas presentes en las plantas que
ocasionan la degeneracion cerebelosa en bovinos (Verdes et al., 2006).

En otros casos de intoxicacidon por plantas con especies vegetales
pertenecientes a los géneros Swainsona, Ipomoea, Astragalus y Oxytropis, se
han identificado varios alcaloides dentro de los que se encuentra la
swansonina, con propiedades inhibidoras de las glicosidasas, siendo
estructuralmente similares a otra familia de alcaloides, las hidroxiindolizidinas,
de las que se conoce su neurotoxicidad en diferentes especies animales, asi
como su capacidad de inducir una sintomatologia con caracteristicas muy
similares a la observada en la degeneracién cortical cerebelosa reportada en
las intoxicaciones por especies de Solanum, aunque con lesiones nerviosas
menos especificas y con afectacion de otros 6rganos y sistemas que llevan a la
muerte de los animales intoxicados. En estos casos la muerte de los animales
se produce por el desarrollo de una enfermedad de acumulo lisosomal
adquirida por la inhibicién especifica de enzimas hidroliticas lisosomales, que
afecta ademas de a las células de Purkinje de la corteza cerebelosa, a otros
grupos neuronales del SNC y del SNP, ademas de higado, pancreas, rifiones,
tiroides, linfonodos y macrofagos, ocasionando una a-manosidosis
generalizada (Stegelmeier et al., 1999); llegando en algunos de estos casos a
identificarse patrones de marcacion de lectinhistoquimica coincidente con a-

manosidosis hereditarias (Driemeier et al., 2000).

Epidemiologia, signos clinicos y hallazgos anatomo-patolégicos en
bovinos intoxicados con Solanum bonariense.

En el Uruguay, la intoxicacién natural reportada por Verdes et al., (2006),
nos dice que esta intoxicacion afecta principalmente a animales mayores de un
afno, encontrando en el brote descrito una morbilidad del 17,5% y una
mortalidad inferior al 1%. Este mismo grupo de investigadores, en un estudio
experimental, detalla la cantidad de planta requerida y el periodo de tiempo por

el cual debe ser ingerida la planta por el animal, para reproducir la aparicion del



sindrome cerebeloso y las lesiones celulares identificadas y caracterizadas en
la corteza cerebelosa de los casos de intoxicacion natural (Verdes et al., 2006).
En este trabajo, también buscaron posibles cambios serolégicos en los
animales afectados, concluyendo que no hay alteraciones en las
concentraciones séricas de fosfatasa alcalina (FA), aspartato amino transferasa
(AST) y gamma glutamil transferasa (GGT), tanto en los casos naturales como
experimentales (Verdes et al., 2006). Durante la necropsia, no se identificaron
lesiones macroscopicas, siendo este un factor comun con las intoxicaciones
reportadas para esta planta en bovinos, asi como para las otras especies de
Solanum que causan degeneracion cortical cerebelosa en rumiantes (Pienaar
et al., 1976; Menzies et al., 1979; Riet-Correa et al., 1983; Bourke et al., 1997;
Porter et al., 2003; Verdes et al., 2006, Lima et al, 2014). En cuanto al estudio
histopatolégico del cerebelo de los animales intoxicados natural o
experimentalmente, este trabajo caracteriza la alta especificidad de las lesiones
celulares en la corteza cerebelosa producidas por la ingestion de S. bonariense
(Verdes et al., 2006). En trabajos posteriores del mismo grupo se identificaron y
caracterizaron patrones de marcacion contra lectinas a través de la técnica de
lectinohistoquimica (SantAna et al., 2010), reconociéndose algunas
caracteristicas en comun, asi como algunas diferencias con los reportes
previos para S. fastigiatum var. fastigiatum, actualmente sinonimizado como S.
bonariense (Paulovich et al., 2002; Verdes, 2006; Verdes et al., 2011).

Neuroanatomia funcional y neurofisiologia del cerebelo de los bovinos.

El cerebelo coordina la actividad muscular y mantiene la postura y el
equilibrio. Esta constituido por una corteza de sustancia gris (lugar del tejido
nervioso donde se localizan los cuerpos neuronales) y una zona central de
soporte constituida por sustancia blanca (constituido principalmente por los
axones neuronales y células gliales) (Verdes, 2006).

La corteza de todo el cerebelo esta formada por tres capas y contiene
principalmente cinco tipos de neuronas: estrelladas, en cesta, de Golgi,
granulosas y de Purkinje (Verdes, 2006).

La capa mas externa es la capa molecular, constituida principalmente
por los axones de las células granulosas, denominandoseles fibras paralelas,

las dendritas de las neuronas ubicadas en capas mas profundas (como los



arboles dendriticos de las células de Purkinje) e interneuronas inhibidoras
dispersas, las células en cesta y las estrelladas (Kandel et al.,, 1997,
Cunningham, 2003; Verdes, 2006).

La capa media de células de Purkinje la forman los cuerpos de estas
grandes neuronas, con sus axones dirigidos hacia los nucleos cerebelosos
profundos. Son las unicas neuronas que salen de la corteza cerebelosa y son
de tipo GABAérgico (neuronas inhibitorias), ya que utilizan acido gamma
amino-butirico (GABA) como neurotransmisor (Kandel et al., 1997;
Cunningham, 2003; Verdes, 2006).

Por ultimo, la capa mas interna de la corteza cerebelosa es la capa de
células granulosas, que contiene un gran numero de células granulosas y
algunas células de Golgi (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003; Verdes,
2006).

En cuanto a los movimientos, podemos decir que se puede dividir en dos
formas generales. La primera es la forma aprendida, voluntaria consciente y
dirigida, generalmente mediada por musculos flexores. La segunda se
caracteriza por un tono muscular postural, anti-gravitatorio, que suele ser
subconsciente e involuntario y que es el resultado de la contraccion de
musculos extensores (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003).

El movimiento mediado por los flexores se produce por la contracciéon
muy discreta de pocos grupos musculares, la mayoria distales a la columna
vertebral. El hecho de estar de pie siempre es un acto motor que se opone a la
gravedad. Por tanto, el tono muscular postural aparece por la contraccion
continua de grandes grupos musculares anti-gravitatorios extensores, muchos
de los cuales se localizan cerca de la columna vertebral (Kandel et al., 1997;
Cunningham, 2003).

Al contrario de lo que ocurre con el sistema sensitivo, que transforma la
energia fisica en informacion neuronal, el sistema motor transforma la
informacion neuronal en energia fisica. De esta forma, y considerando lo
mencionado previamente, podemos afirmar que todo movimiento es el
resultado de la contraccion de una cantidad variable de fibras musculares
extra-fusales dentro de un determinado niumero de unidades motoras (Kandel
et al., 1997; Cunningham, 2003). Estas fibras no se contraen hasta que no
reciben la orden de la neurona motora inferior, y que, a su vez, no envia un

potencial de accion si no lo mandan las neuronas motoras superiores



descendentes desde el cerebro o desde los nervios sensitivos que forman el
arco reflejo (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003). Por tanto, la neurona
motora es la via neuronal final por la que el cerebro puede empezar las
contracciones del musculo extra-fusal que produce los movimientos voluntarios
y anti-gravitatorios (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003).

El inicio del movimiento aprendido, dirigido y voluntario es
responsabilidad de un grupo de neuronas motoras superiores ubicadas en el
sistema piramidal (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003). El grupo de
neuronas motoras superiores que forma el sistema extra-piramidal se encarga
de iniciar el tono muscular extensor postural y anti-gravitatorio (Kandel et al.,
1997; Cunningham, 2003). Un tercer grupo de neuronas motoras, las del
cerebelo, ayuda a coordinar el movimiento iniciado por los sistemas piramidal y
extra-piramidal, comparando de manera constante el movimiento intencionado
con el real y haciendo los ajustes necesarios (Kandel et al., 1997; Cunningham,
2003).

Todo este sistema recibe informacion exterior a través de dos sistemas
diferentes y complementarios. Por un lado, encontramos el sistema de
receptores de estiramiento de los musculos esqueléticos (integrados por husos
musculares y érganos tendinosos de Golgi), y por otro, el sistema vestibular
(Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003). Este ultimo, estd compuesto por un
sistema bilateral de receptores localizado en el oido interno, que informa al
cerebro sobre la posicién y el movimiento de la cabeza en el espacio. El
sistema vestibular es una localizacion frecuente de lesiones que, en casi todas
las especies de interés veterinario, provocan un sindrome caracterizado por
inclinacién de la cabeza, marcha en circulos, pérdida de equilibrio y nistagmo
(Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003).

Habiendo ya mencionado dos de los tres sistemas, hablaremos
finalmente del tercer sistema en actuar. El cerebelo ejerce su funcion principal
de coordinador de las érdenes motoras, este érgano necesita recibir primero la
informacion de los sistemas piramidal y extra-piramidal sobre el movimiento
que ha ordenado (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003), también recibe
informacion de los husos musculares, los sistemas visual y vestibular y otros
receptores sensitivos para conocer el movimiento que en realidad se esta
realizando (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003).

El cerebelo no es necesario para la sensibilidad o el movimiento, ya que



la fuerza muscular permanece casi intacta, aunque éste sea completamente
destruido (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003). Sin embargo, si es una
region del SNC imprescindible para coordinar el movimiento iniciado por otras
partes del cerebro, ya que su principal funcidn es ajustar los impulsos de salida
de los sistemas piramidal y extra-piramidal. Las lesiones del cerebelo producen
defectos clinicos significativos en la forma de realizar los movimientos (Kandel
et al., 1997; Cunningham, 2003; Verdes, 2006) (Figura 2).

Neurona
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(periferico y sistemas motores
central) descendentes

Figura 2. Esquema del funcionamiento neuronal cerebeloso, donde vemos que
la célula de Purkinje responde a cualquier estimulo de manera inhibitoria
(tomado de Kandel et al., 1997).

Entonces, de lo expresado hasta aqui, claramente se concluye que una
alteracion severa de las células de Purkinje, dara como resultado la falta del
control inhibitorio del impulso nervioso, traduciéndose esta como ausencia o
disminucién de la regulacién fina de los movimientos del paciente con dafo
cerebeloso (Kandel et al., 1997; Cunningham, 2003). Por tanto, cabe esperar
en la sintomatologia clinica de animales con una alteracion severa del

funcionamiento de las células de Purkinje, la aparicion de tipicos signos



cerebelosos tales como: dismetria, hipermetria, paso tambaleante, temblores
de intencion, todos ellos indicadores claros de la falta de control inhibitorio
ejercida por la corteza cerebelosa sobre cualquier rutina motora (Kandel et al.,
1997; Cunningham, 2003).

Histopatologia y caracterizacion de las lesiones en casos de intoxicaciéon
con especies de Solanum que causan degeneracion cortical cerebelosa
en bovinos.

Las lesiones encontradas en la corteza cerebelosa de los bovinos
intoxicados naturalmente con S. bonariense, se caracterizan por la alteracion
especifica de las células de Purkinje, llegando a encontrarse casos severos, en
los que se observa desaparicion completa de esta capa en toda la folia
cerebelosa. En aquellos casos en los que aun se observan algunas células de
Purkinje, éstas aparecen tumefactas, palidas y con presencia de abundantes
vesiculas en su citoplasma. El nucleo se observa picnético o distendido y en
muchos casos desplazado hacia la periferia de las células. A continuacion de
estos cambios degenerativos, las neuronas de Purkinje aparentemente
desaparecen, dejando espacios vacios en esa capa celular. Simultdneamente
se observa la presencia de esferoides axonales con contenido eosinofilico y
microcavitaciones en la sustancia blanca cerebelosa, con desarrollo de gliosis y
una degeneracion tipo Walleriana de los axones afectados (Verdes et al.,
2006). La reproduccion experimental de la intoxicacién confirma las lesiones
descritas en los casos naturales, existiendo una alteracion dependiente de la
dosis de planta suministrada, coincidiendo con lo descrito previamente en otros
reportes de intoxicaciones experimentales con esta y otras especies de
Solanum en bovinos (Pienaar et al., 1976; Riet-Correa et al., 1983; Verdes et
al., 2006; Guarana et al., 2011).

Bases de la Lectinohistoquimica para caracterizar los acumulos
intracelulares en casos de bovinos intoxicados con especies de Solanum.

En estudios anteriores para la caracterizacion de enfermedades de
acumulo lisosomal (tanto de origen hereditario como adquirido), y en diferentes
especies animales (incluyendo a los bovinos), se ha usado como técnica

confirmatoria la lectinohistoquimica para identificar aquellos residuos



glucidicos, que especificamente se acumulan dentro de los lisosomas en
diferentes tipos celulares y especialmente en el pericarion de las neuronas
afectadas por este grupo de enfermedades. Para el caso de los acumulos
citoplasmaticos identificados en las células de Purkinje, en aquellos casos de
intoxicacion por diferentes especies de Solanum, también se ha intentado su
uso como técnica complementaria al diagnéstico histopatolégico convencional
usando Hematoxilina-Eosina.

Esta técnica se basa en la utilizacion de un grupo heterogéneo de
proteinas no inmunes, denominadas genéricamente lectinas, que tienen la
propiedad de reconocer y unirse con alta especificidad a los carbohidratos o
residuos glucidicos que son expresion de los glucoconjugados. Estas
sustancias se obtienen de vegetales (semillas y plantas), tejidos animales,
bacterias y hongos. Su valor histoquimico se basa en su capacidad para
localizar, identificar y distinguir carbohidratos en los tejidos con alta sensibilidad
y especificidad, en condiciones normales, siendo especialmente utiles en
tejidos patolégicos en los que se produzcan acumulos de carbohidratos
(Damjanov, 1987).

La técnica de tincién puede identificar la presencia de carbohidratos. El
uso de lectinas nos permite asi, caracterizar la presencia de azucares en los
preparados histolégicos con alta especificidad (Alroy et al.,, 1986,1988;
Murmane y col., 1989; de Maria et al., 1998; Paulovich et al., 2002).

Diferentes investigadores usando esta técnica han caracterizado las
lesiones de bovinos intoxicados con distintas especies de Solanum, entre ellos,
Verdes (2006) y Sant’Ana et al. (2010), comparan marcaciones de lectinas en
casos experimentales y naturales para S. bonariense (sinonimo S. fastigatum
var. fastigatum), encontrando en estos casos, marcacion positiva para sWGA,
Con-A, en el interior de los acumulos intracelulares de las células de Purkinje,
independientemente del grado de lesion que tengan estas neuronas (de leve a
severamente afectadas) y una fuerte marcacion para LCA en casos naturales
provenientes de Brasil. Para el caso de la intoxicacion descrita en bovinos de
Sudafrica con Solanum kwebense, la lectinohistoquimica muestra una tincion
fuerte a Con-Ay una tincion mas leve a sSWGA y WGA, estos autores concluyen
que las neuronas de Purkinje son incapaces de metabolizar una toxina vegetal

o sustrato celular que no lograr caracterizar (Van der Lugt et al., 2010).



FUNDAMENTACION E HIPOTESIS DEL PRESENTE TRABAJO DE TESIS

Por todo lo expuesto hasta aqui, es que estudiamos la intoxicacion
experimental de S. bonariense, usando como modelo animal al caprino, ya que
existen en el mundo dos reportes de intoxicaciones naturales con plantas del
género Solanum en esta especie, sin que en ninguno de los casos reportados
se haya realizado la intoxicacion experimental (Bourke et al,. 1997; Porter et al.,
2003, Verdes et al., 2013).

La hipotesis de trabajo es que el caprino es sensible a la intoxicacion
con S. bonariense, y que la reproduccion experimental en condiciones
controladas desarrollara lesiones celulares similares a las descritas en el
bovino, las que seran confirmadas mediante el estudio histopatologico
convencional (tincion de Hematoxilina-Eosina), complementandola con la

tincién de Azul de Toluidina y la técnica de lectinohistoquimica.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion histopatologica y lectinohistoquimica de los dafios
cerebelosos ocasionados por la intoxicacion experimental en caprinos y su
comparaciéon con lo observado en bovinos intoxicados natural y

experimentalmente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar, caracterizar y cuantificar por histopatologia las posibles
lesiones cerebelosas en los caprinos intoxicados experimentalmente con S.

bonariense.

2. Comparar los dafos cerebelosos de los caprinos con los observados en
los bovinos utilizando como herramientas la histopatologia y la

lectinohistoquimica.



MATERIALES Y METODOS

Recoleccidn e identificacion de S. bonariense (Linnaeus, 1753).

Para realizar el presente proyecto se colecté S. bonariense en predios
del entorno de la Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica —
Udelar (Sayago, Montevideo), como se describié previamente (Verdes et al.,
2006), la identificacion de los especimenes y su archivo estuvo a cargo del
Téc. Botanico Julian Gago (Museo y Jardin Botanico “Prof. Atilio Lombardo”,
IMM, Montevideo, Uruguay). La planta colectada se peso verde, se seco a la
oscuridad, se pes6 seca, se calculd la merma del peso luego del secado, y fue
almacenada para su utilizacion en los protocolos de intoxicacidn experimental de

caprinos.

Protocolo de intoxicacion experimental en caprinos
Animales utilizados en la reproduccién experimental.

La reproduccion experimental de la intoxicacion se desarroll6 en el
predio de la Facultad de Veterinaria de la Udelar como parte del proyecto
financiado CSIC (I1+D) 2008 “Desarrollo de un modelo experimental de
degeneracion cortical cerebelosa en caprinos asociado a la ingestion de
Solanum bonariense: una herramienta para mejorar el conocimiento de las
bases biolégicas y quimicas de esta intoxicacidn en rumiantes”, con la
aprobacion de la CEUA-FVET (Udelar). Se utilizaron 7 caprinos (cruzas
Saanen / Pardo Alpina), machos castrados provenientes del Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria —INIA- “Las Brujas” (ruta 48, km 10,
Rincén del Colorado, Canelones). Los animales se mantuvieron con fardo de
alfalfa de buena calidad, racion para lanares de cabafa (Barraca Gonzalez
Lamela, Montevideo) y agua ad libitum. Se elabor6 una ficha clinica de cada
animal procediendo a la incorporacién de los datos clinicos que fuesen
surgiendo a lo largo del protocolo experimental. El grupo tratado (n = 5)
recibié diariamente bolos via oral con una cantidad de hojas secas y molidas
de S. bonariense equivalente al 0.75% del Peso Vivo mezclada con racién y
melaza. Para el caso del grupo testigo (n = 2), este recibié diariamente en
bolos una cantidad similar de fardo de alfalfa de buena calidad seco y molido
equivalente al 0.75% PV, mezclado con racién y melaza. Los animales

fueron observados diariamente y pesados semanalmente para ajustar



las cantidades de planta a suministrarles. La aparicion de sintomatologia
cerebelosa se controlé durante la observacion diaria de los animales, o a
través de la prueba de elevacién de la cabeza con liberacién subita (Head
Raising Test —HRT-) (Pienaar et al. 1976). Una vez finalizado el protocolo
experimental, se procedié a la eutanasia de los animales por sobredosis de

solucién intravenosa de tiopental sddico.

Necropsia y toma de muestras. Se procedié a la necropsia y toma de
muestras del Sistema Nervioso Central, ganglios espinales, higado, rifidn,
corazon, pulmon y bazo. Registrandose en la ficha clinica individual cualquier
dato relevante para los analisis posteriores. Para este estudio se centro el

estudio en los cambios observados en la corteza cerebelosa.

Histopatologia y lectinohistoquimica. Se tomaron secciones de diferentes
regiones del cerebelo (vermis, l6bulos laterales y Iébulo floculonodular).
También se procesaron muestras de otras regiones del SNC, ganglios
espinales, higado, riidén, corazén, pulmén y bazo en busqueda de lesiones
histopatolégicas en estos 6érganos, que no se presentan como parte de este

estudio por no haberse encontrado hallazgos microscépicos a destacar.

Histopatologia. Las muestras fueron fijadas en formol tamponado al 10%
(pH 7,4), deshidratadas en concentraciones crecientes de alcohol, xilol,
incluidas en parafina, cortadas a 5 ym y teididas con Hematoxilina-Eosina
(HE) para el diagnéstico histopatolégico y con solucién de Azul de Toluidina
al 1% como técnica complementaria para el recuento de células de Purkinje
cerebelosas. Se procedié como parte del trabajo de tesis a la revisidon de estas
laminas para identificar las posibles alteraciones y cuantificacion de las lesiones
encontradas en cortes seriados, tomandose uno de cada cinco cortes
realizados en el microtomo (Leitz modelo 1512, Alemania), en cada uno de
estos cortes se contaron las células de Purkinje de la corteza cerebelosa
en 400 campos a alta resolucién (400x) en microscopio de luz transmitida
(Olympus BX41, Japén) en 10 laminas de muestras de corteza cerebelosa

de cada animal de acuerdo a Verdes et al. (2006).

Lectinohistoquimica. También en muestras fijadas en formol tamponado al



10% (pH 7.4) y procesadas de igual forma a lo descrito anteriormente, sin
llegar a la etapa de tincion, se desarrollo el protocolo de lectinohistoquimica
indirecta. Para ello, se utilizé el kit de 9 lectinas biotiniladas (ConA, SBA,
s-WGA, WGA, DBA, UEA-1, RCA, PNA, BS-1) con alta afinidad a
diferentes residuos glucidicos (Vector Laboratory Inc., Burlingame, CA,
USA), siguiendo Ilas indicaciones del fabricante y el protocolo
recomendado por Perfumo et al. (2000). En la Tabla 1 se muestra un
resumen de las afinidades por carbohidratos especificos de cada una de

las lectinas utilizadas en el kit (de acuerdo con Sant’Ana et al. 2011).

Tabla 1. Lectinas
usadas en el estudio
histoquimico y sus

principales afinidades

por residuos de
sacaridos
Acronimo Fuente Afinidad principal ?
Con A Concavalina ensiformis ~ a- manosa
DBA Dolichos biflorus a- N-acetilgalactosamina
SBA Poroto de soja a- 0 B- N-acetilgalactosamina
PNA Poroto de mani galactosil (B-1,3) N-
acetilgalactosamina
RCA-I Ricinus communis Galactosa 0 N-
acetilgalactosamina
UEA-I Ulex europaeus Residuos de a- fucosa
WGA Germen de trigo N-acetilglucosamina
s-WGA Germen de trigo Residuos de acido sialico
succinilado
BS-I Bandeira simplicifolia-| a-D-galactosa

?(Sant’Ana et al. 2011)

Analisis estadisticos de los resultados.

Las lesiones halladas en las muestras de tejidos se analizaron usando
como medidas de tendencia central la media (+ e.e.m.) y la mediana para el conteo
de células de Purkinje en 400 campos por cada animal (de acuerdo a lo
descrito por Verdes et al., 2006), comparando los resultados con los de los
animales del grupo control, utilizando para ello el test de Kruskal-Wallis,
seguido de test de Mann-Whitney para identificar diferencias entre las

medianas de los recuentos obtenidos para cada animal, tomando un a <



0.05.



RESULTADOS

Planta administrada y confirmacién de signos cerebelosos.

Tomando de referencia el total de hojas secas y molidas de S. bonariense
suministrado hasta la aparicion de signos cerebelosos durante el control diario de los
animales mediante la prueba HRT (Pienaar et al, 1976), se requirieron 0.524 Kg hojas
secas y molidas/Kg Peso Vivo -PV- (equivalentes a 2.251 Kg hojas frescas/Kg PV-),
durante 362 dias (Figura 3). Los caprinos que fueron positivos al HRT, presentaron
ademas alteraciones de movimientos con temblores de intencién y mioclonias, ataxia,
aumento de base de sustentacion, depresion del sensorio, pérdida del equilibrio ante
superficies desconocidas o irregulares, o ante la pérdida de contacto visual de las
mismas, disminucion de respuesta al reflejo de amenaza, ausencia de saltos y
resistencia a encabritarse -que se define como pararse en sus patas traseras para
explorar el entomo o alcanzar objetos o alimentos por encima de su cabeza, siendo este
un comportamiento normal de los caprinos, también denominado en inglés como
rearning up).

En la tabla 2 se muestra un resumen de los datos de la intoxicacion experimental de los

caprinos utilizados.
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pérdida de conciencia y recuperacion luego de unos segundos (positividad a alteracion

cerebelosa de acuerdo con Piennar et al. (1976).

Tabla 2. Resumen de la cantidad de planta suministrada y porcentaje de dosis con

respecto a la dosis de induccién de signos cerebelosos por HRT

#Cabra Kg/PV Kg/PV' Kg/PM? Respuesta % dosis induccion
Planta seca Planta planta Fresca HRT signos
y molida fresca cerebelosos

Control - - - Negativo -

Control - - - Negativo -

1 0,136 0,584 1,497 Negativo 34

2 0.203 0,871 1,790 Negativo 37

3 0.437 1,878 4,245 Negativo 87

4 0.524 2,251 4,875 Positivo 100

5 0.446 1,916 5,096 Positivo 106

'Equivalente de planta fresca/Kg de peso vivo (calculado la relacién entre el rendimiento
de la planta seca y molida a partir del peso fresco).
2Equivalente de planta fresca /Kg de peso metabdlico, calculado como: Peso Metabdlico

= (Peso Vivo) °7.

Hallazgos anatomopatoloégicos.



Examen post-mortem
A la necropsia los animales no presentaron alteraciones destacables en
ninguno de los casos estudiados, incluso en aquellos animales en los que se

reprodujeron signos cerebelosos por la prueba de HRT (tabla 2).

Histopatologia

La histopatologia mostré6 solamente alteraciones destacables en la
corteza cerebelosa, siendo la lesién principal la acumulaciéon microvesicular y
el hinchamiento del pericario de las células de Purkinje afectadas, en muchos
de estos casos se identificaron nucleos en diferentes grados de alteracién
(picnosis, cariorexis y caridlisis). En una misma folia cerebelosa se podian
observan células de Purkinje con diferente grado de alteracion, observandose
neuronas hinchadas, otras necréticas y algunas otras con nucleo y citoplasma
de aspecto normal tanto con la tincion HE (Figuras 4 y 5) como con la de Azul
de Toluidina —AT- (Figuras 6y 7).

Figura 4. Corteza cerebelosa de abra4. Las flechas sefialan diferentes

grados de degeneracién de neuronas de Purkinje (tincion HE, 400 x).
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Figura 5. Corteza cerebelosa de Cabra 1. Detalle de acumulo vesicular en

células de Purkinje en diferente grado de degeneracién (tincion HE, 1000 x).
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Figura 6. Corteza cerebelosa de Cabra 1. Se obervan células de Purkinje en

diferentes grados de degeneracion (tincion AT, 400 x).



Figura 7. Corteza cerebelosa de Cabra 1. Detalle de acumulo vesicular en

células de Purkinje en diferente grado de degeneracién (tincion AT, 1000 x).

Lectinohistoquimica

En cuanto al estudio de lectinohistoquimica, existieron diferencias para
algunas de las lectinas utilizadas en la corteza cerebelosa de los animales
intoxicados experimentalmente frente a los controles. La marcacion del
pericario de las células de Purkinje mostr6 una mayor intensidad de
marcacién contra las lectinas Con-A, sWGA y WGA, aunque este patrén no
resultd caracteristico de la acumulacién de algun sacarido especifico en el
interior del pericario de estas neuronas. Los detalles de la semi-cuamtificacién

de los diferentes grados de intensidad se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Intensidad de reaccién en la union de diferentes lectinas en

células de Purkinje en cortes de cerebelos de animales intoxicados y

normales
LA 24 sEA Pl RCAL (EA WEA AGA BS
Mhiratn 27 0 0 0 [ [i¥; 3° 3° (0
conteo 1 0 ( ( ( i i i I

*Los numeros indican la intensidad de tincién, siendo el 0 no reactivo y el 3 el

maximo de reactividad.



Figura 8. Corteza cerebelosa de Cabra 4. Obsén/es “ marcacién fuerte a
Con-A (A) y sWGA (B) en el pericario de las células de Purkinje del animal

intoxicado (LHQ, contraste hematoxilina de Harris, 400 x).

Recuento de células de Purkinje y analisis estadistico de los resultados.



Tanto en los animales controles como en los animales afectados, se
contaron 400 campos visuales a 400 x para definir los valores medios de la
poblacién de las células de Purkinje.

En los controles, la media de células de Purkinje fue de 4,922 + 0.081,
mientras que la mediana fue de 5 neuronas por campo respectivamente. Para
el caso de los animales intoxicados, los animales 1 y 2 (con dosis de hojas
inferiores al 40% de aparicion de signos cerebelosos), la media de células de
Purkinje fue de 4,968 £ 0.081, mientras que la mediana fue también de 5
neuronas por campo. El animal 3 que consumio el 87% de la dosis, presentd
una media de 4,305 + 0.083, y una mediana de 4. Finalmente, los animales 4
y 5, que llegaron a consumir dosis iguales o superiores a la requerida para
inducir signos cerebelosos confirmados por HRT, presentaron una media de
3,915 £ 0.055, y una mediana de 4 neuronas por campo.

También cabe mencionar que el recuento celular, permiti6 confirmar
que el numero de células de Purkinje de aspecto normal se reducia a medida
que se aumentaba la dosis de planta suministrada, encontrandose un mayor
numero de células degeneradas o en proceso de degeneracion en los grupos
con mayores dosis de planta. El porcentaje de células de Purkinje de aspecto
normal fue de 98.25% para el animal control, mientras que en los animales 4 y
5 (con signos cerebelosos) este porcentaje se redujo al 12.5%.

A partir de los datos de tendencia central se confirmé mediante el test de
Kruskal-Wallis la existencia de diferencias significativas entre los animales 3, 4
y 5 con respecto a los valores obtenidos para los controles y los animales 1y 2.

En la Tabla 4 se muestran los resultados del estudio estadistico.

Tabla 4. Comparacion no paramétrica mediante Kruskal-Wallis, lo que



nos permite comparar entre grupos y ver las diferencias significativas
para los diferentes grados de intoxicacion en relacion a la dosis de

induccion de signos cerebelosos

A. Controles (n = 2).

B. Dosis menor a 40% (n = 2).

C. Dosis 87% (n = 1).

D. Dosis mayor o igual a la requerida para signos cerebelosos (n = 2).

** Los grupos C y D difieren muy significativamente de Ay B.
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Figura 9. Histograma de barras donde se visualiza las diferencias significativas
en el medio (£ e.e.m.) de disminucion del numero de células de Purkinje entre
los grupos C y D en comparacion con Ay B.

A. Controles (n = 2). B. Dosis menor a 40% (n = 2). C. Dosis 87% (n = 1). D.
Dosis mayor o igual a la requerida para signos cerebelosos (n = 2). ** Los

grupos C y D difieren significativamente de A. n.s. = no hay diferencias.

DISCUSION

De acuerdo a reportes previos de posibles intoxicaciones espontaneas
de caprinos con otras especies de solanaceas existentes en Australia (Bourke,
1997) vy en EE. UU. (Porter et al.,, 2003), nuestro trabajo confirmé
experimentalmente la toxicidad de S. bonariense para la especie caprina,
reforzando los reportes de casos espontaneos en caprinos ocasionados por la
ingestion de S. cinereum (Bourke, 1997) y S. viarum (Porter et al., 2003),
demostrando por primera vez la relacion causa/efecto entre el consumo
controlado de S. bonariense y la aparicion de signos cerebelosos en el caprino
(Verdes et al., 2013). Ademas, se confirmd la dosis requerida de planta para
desencadenar los signos antes mencionados, los que se confirmaron mediante
el uso del HRT como herramienta, de acuerdo a lo demostrado previamente
para bovinos por otros autores (Verdes et al., 2006; Riet-Correa et al., 1983;
Pienaar et al., 1976), siendo este el primer trabajo que demuestra también su
utilidad en condiciones experimentales en caprinos. Asi mismo se constato la
alteracion de otros componentes del comportamiento locomotor de los caprinos
intoxicados experimentalmente. Entre otros, aparicion de temblores de intencion,
mioclonias, ataxia, aumento de base de sustentacion, depresion del sensorio, pérdida del
equilibrio ante superficies desconocidas o irregulares, o resistencia al encabritamiento (o
rearing up), asi como disminucion de respuesta al reflejo de amenaza y ausencia de
saltos. Esta presentacion sintomatica fue similar a la reportada previamente por otros
autores para bovinos intoxicados experimentalmente (Verdes et al. 2006; Riet-Correa et
al., 1983), aunque debido al mayor despliegue locomotor de la especie caprina respecto
a la bovina, se observaron por primera vez, la aparicion de algunos signos de alteracion
cerebelosa que son propios de los caprinos y no se observan en bovinos.

También para los caprinos, se confirmé la dependencia de la dosis de planta



suministrada para la aparicién tanto de los signos cerebelosos, como hallazgos
histopatologicos caracteristicos de esta intoxicacion descritas previamente para los
bovinos (Verdes et al., 2013; 2006; Riet-Correa et al., 1983).

De acuerdo con el tiempo utilizado en la reproduccién experimental de la
intoxicacion, y de forma similar a lo reportado previamente por otros autores
(Verdes et al., 2006; Riet-Correa et al., 1983), para el caso de los caprinos
utilizados en este trabajo, se requirid de tiempos prolongados de consumo de la
planta, demostrandose el caracter progresivo, cronico e irreversible de los
dafios ocasionados por su consumo en condiciones experimentales.

Los animales utilizados en este trabajo, solamente presentaron signos
cerebelosos, sin que hubiera otros signos que pudieran llevar a los animales al
empeoramiento de su condicion corporal o la muerte, tal como se describe en
otras plantas que contienen swansonina y que ocasionan la enfermedad de
acumulo lisosomal denominada a-manosidosis adquirida, que presenta alta
mortalidad y acumulo lisosomal en otros 6rganos y tejidos, como ser: pancreas,

higado, rifidn, tiroides, asi como el SNC y SNP (Stegelmeier et al., 1999).

El examen post-mortem de los animales no reveld hallazgos
macroscopicos que nos permitan hacer un diagndstico de la intoxicacion
(Verdes et al., 2006).

En cuanto al diagndstico histopatoldgico, los hallazgos especificos de la
corteza cerebelosa afectaron particularmente a las células de Purkinje en todas
las areas del cerebelo, las que sufrieron una desaparicidbn progresiva y
dependiente de la dosis de planta suministrada, tal como plantean otros
autores para el caso de los bovinos intoxicados espontaneamente o en forma
experimental (Verdes et al., 2006; Riet-Correa et al., 1983).

En cuanto a la utilizacion complementaria de la lectinohistoquimica, tal
como lo han reportado previamente otros autores para bovinos intoxicados de
forma natural o experimental (Sant’Ana et al., 2011; Paulovich et al. 2002), para
el caso de los caprinos de este trabajo, el patron lectinohistoquimico no se
ajusta a lo previamente descrito de forma especifica para enfermedades de
acumulo lisosomal tales como a-manosidosis adquiridas (Stegelmeier et al.,
1999).

Dentro de las lesiones halladas en este estudio, se confirmé la

disminucién del numero de células de Purkinje, con la identificacion de acumulo



micro-vesicular en el pericarion de las neuronas remanentes, pero a diferencia
de lo reportado en los bovinos intoxicados natural o experimentalmente (Verdes
et al., 2006; Riet-Correa et al., 1983), no se observaron esferoides axonales en
la capa granulosa o en la sustancia blanca cerebelosa, lesiones reportadas
como tipicas de la intoxicacion de los bovinos con S. bonariense (Verdes et al.,
2006; Riet-Correa et al., 1983).

Este es el primer trabajo que confirma la toxicidad experimental de S.
bonariense para los caprinos, siendo el primero que apoya de forma
experimental los reportes previos de degeneracién cerebelosa espontanea en
caprinos ocasionada por otras solanaceas (Bourke et al, 1997; Porter et al,
2003). Ademas, se caracteriz6 de forma experimental las fortalezas y
debilidades del uso de esta especie como modelo animal para el estudio de la
degeneracion cortical cerebelosa ocasionada por la ingestién de S. bonariense
en bovinos que ha sido previamente reportada por otros autores (Verdes et al.
2006; Riet-Correa et al., 1983).

CONCLUSIONES

o El Solanum bonariense resulta toxico para los caprinos, debiendo ingerir
grandes cantidades de planta, por periodos de tiempo prolongados, para
ocasionar la aparicion de signos cerebelosos y lesiones histopatoldgicas

especificas.

o Los signos cerebelosos que presentaron los caprinos contaron con
algunas particularidades especificas de la especie estudiada, pero al igual que
para los bovinos, la prueba HRT resultdé util para identificar la afectacion

cerebelosa.

o Los resultados histopatologicos de los cerebelos de los caprinos
intoxicados, fueron similares a los reportados previamente en los bovinos
intoxicados tanto natural como experimentalmente, aunque en las dosis
utilizadas parecen menos severos, al no identificarse una pérdida tan marcada
de células de Purkinje, ni la presencia de esferoides axonales en la capa

granulosa o en la sustancia blanca cerebelosa.



o En cuanto al uso de la Lectinohistoquimica, los patrones de marcacion
de las lectinas en caprinos fueron similares a lo reportado en bovinos, aunque
no fueron especificos para identificar el tipo de acumulo presente en las micro-
vesiculas del pericario neuronal, como perteneciente a un residuo glucidico en
particular, tal como se reporta para otras enfermedades de acumulo lisosomal

ocasionadas por plantas.
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