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El presente trabajo forma parte de un proyecto de investigacion mds
amplio en el que se estudian las posibles alteraciones de los mecanismos de
transporte intraneuronal en diversas neuropatias tdxicas y en las enfermeda-
des de la motoneurona, y ha sido realizado en los Neuromuscular Research
Laboratories del New England Medical Center, en Boston, USA, bajo la
direccion del profesor Walter G. Bradley.

Con motivo de su publicacion, deseo expresar mi agradecimiento a la
Fundacion Ramdn Areces, sin cuya generosa colaboracion hubiera sido
imposible la realizacion de este trabajo, por su decidido y continuo apoyo al
desarrollo de la investigacion cientifica, unico camino vdlido para el progreso
social.

Madrid, mayo de 1982.
El autor.
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ESTADO ACTUAL DEL TEMA

1. Neuropatias periféricas en el hombre:

Las neuropatias periféricas son uno de los grupos de enfermedades
neurolégicas debilitantes mas frecuentes en el hombre, y sin embargo uno de
los menos entendidos.

Los nervios periféricos son frecuentemente dafiados en diversas enfer-
medades sistémicas que incluyen diabetes mellitus, insuficiencia renal con
uremia, hepatopatias, sindromes de malabsocién intestinal, deficiencias
nutricionales y vitaminicas, enfermedades coldgeno-vasculares y neoplasias.
Otro grupo de neuropatias periféricas, también muy comunes, son las
producidas por ataques directos del propio sistema inmunitario a las fibras
nerviosas; de forma aguda o de forma crénica y recurrente. Un tercer grupo
de neuropatias son las transmitidas de forma hereditaria, siendo las mas
comunes la atrofia muscular peroneal y las acropatias tlceromutilantes.

El grupo de las neuropatias infecciosas, y entre ellas la mas comtn la
producida por la lepra, constituyen en la actualidad un problema sanitario
mundial de primer orden. Son también muy frecuentes las neuropatias de la
vejez, de causa desconocida, y las producidas por exposicién a sustancias
quimicas neurotéxicas, de uso industrial y medicamentoso. Este grupo esta
aumentando considerablemente en los ultimos afios debido a la proliferacién
de nuevos compuestos quimicos en el mercado, de los cuales no se conoce su
posible neurotoxicidad (Bradley, 1981).

Finalmente, en la practica médica diaria, a pesar de extensas evalua-
ciones clinicas y de laboratorio, en un 50 por 100 de los casos no es posible
establecer la causa de la neuropatia. En estos casos, la sospecha de posible
contacto con sustancias neurot6xicas desconocidas es siempre muy grande.



A pesar de su frecuencia, muy poco se conoce de los mecanismos
patogénicos de estas enfermedades, y menos de las alteraciones bioquimicas
que las provocan. A efectos practicos de clasificacidon, las neuropatias
periféricas se dividen en axonales y desmielinizantes segun la localizacién
inicial de las alteraciones morfolégicas en la fibra nerviosa. Asi, en las
neuropatias axonales, el axén nervioso distrofia y degenera, y se considera
que la causa de ellas radica en una lesién de la célula nerviosa.

En las neuropatias desmielinizantes, se considera que la alteracion
primaria radica en el metabolismo de la célula de Schwann. Sin embargo,
degeneracién axonal y desmielinizaciéon segmentaria coexisten muchas veces
y es posible que la intima relacion entre la célula de Schwann y el axén
nervioso lleve consigo el que la alteracién del contenido axdénico provoque
una alteracion en el metabolismo de la célula de Schwann, y que la
disfuncién de la célula de Schwann provoque una distrofia de la fibra
nerviosa. De igual manera, el agente responsable de la neuropatia puede
afectar simultdneamente la neurona y la célula de Schwann (Asbury y John-
son, 1978).

La mayor parte de las neuropatias en el hombre son de tipo axonal, y en
éstas las de tipo dying-back o distal. En ellas la degeneracion de la fibra
nerviosa se inicia en su porcion distal y avanza de forma centripeta hacia el
soma neuronal. Las fibras primeramente afectadas son las que poseen axones
mds largos y anchos, esto es, las que recogen la sensibilidad e inervan los
musculos intrinsecos de los pies y las manos, y los sintomas de las mismas se
inician con déficits sensitivos y debilidad de la parte mas distal de las
extremidades (Bradley, 1981).

La localizacién de la alteracion bioquimica basica que produce la
neuropatia distal es desconocida y existen en la actualidad dos hipdtesis que
intentan explicar la causa por la que las lesiones se inician en la parte mas
distal de la célula nerviosa, y avanzan de manera proximal.

En la primera de ellas, sustentada inicialmente por Cavanagh (1964), la
alteraciéon bioquimica radicaria en la soma neuronal, en los mecanismos de
sintesis de la célula. La neurona tiene unas caracteristicas morfoldgicas
tnicas que la diferencian de cualquier otra célula del organismo. Su soma
debe mantener un arbol dendritico y un axén con un volumen y superficie de
membrana miles de veces su tamafio que no poseen mecanismos propios de
sintesis proteica. Cualquier alteracién en los mecanismos de sintesis de
proteinas u otras sustancias que radican en la zona perinuclear de la célula
afectard inmediatamente la funcién y estructura del axén y las dendritas.
Segiin Cavanagh, una alteracion de estos mecanismos de sintesis no
suficientemente grande para provocar de inmediato la muerte celular, podria
ser causante de un déficit metabdlico en la célula. Las partes mas distales de
la misma serian las primeras en sufrir este déficit metabodlico y degenerar, y
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los axones maés anchos y largos, con una mayor demanda metabdlica, los
primeros afectados. En caso de persistencia de la alteracion, otros axones
mas cortos y delgados se verian afectados, y en los mas largos la
degeneracién de la fibra avanzaria proximalmente.

Estudios morfolégicos ultraestructurales del soma neuronal en neuropa-
tias distales experimentales no han sido concluyentes, y fundamentalmente
negativos (Lowndes y Baker, 1980). Estudios de incorporacién de amino-
dcidos marcados en los tejidos nerviosos, y su velocidad de utilizacién, como
indice de sintesis proteica han producido resultados a veces contradictorios.
Asi, una disminucién de la sintesis proteica ha sido descrita en la neuropatia
por mercurio organico, por p-bromo-acetil-urea (Cavanagh y Chen, 1971), y
acrilamida (Asbury y cols, 1973), y la sintesis normal ha sido descrita por
Hashimoto y Ando (1973) en la acrilamida. Pleasure y cols. (1969) y Bradley
y Williams (1973) no encontraron ninguna deficiencia en la incorporacion de
aminodcidos marcados en diferentes neuropatias téxicas. La hipétesis del
soma neuronal como sitio primario de la lesion en las neuropatias periféricas
sigue estando sin demostrar.

Estudios morfolégicos realizados por Schaumburg y cols ( 1974) demos-
traron que los axones no se distrofian inicialmente en sus terminales, sino en
la zona preterminal, inmediatamente antes de ramificarse terminalmente.
Estos estudios invalidaron de alguna forma la anterior hipétesis. El defecto
en la sintesis proteica pericarial podria producir un déficit distal, pero es mas
dificil de explicar una lesién inicial en la zona preterminal.

El problema se enfoc en el axén. Su enorme volumen y superficie de
membrana en relacién con el soma lo predispondrian a ser la parte celular
que antes se alteraria ante un téxico o un defecto enzimatico. Spencer y
Schaumburg (1974) adelantaron la hipétesis del defecto en el sistema de
transporte axoplasmico como causa de la degeneracién distal. Asi, un retraso
o bloqueo en el suministro de materiales a las partes distales de la neurona,
provocarian un déficit de estos materiales en las zonas donde la actividad
metabélica de la célula es supuestamente mayor: en la zona axonal
preterminal.

Posteriormente, Spencer y cols (1979) sugirieron que ciertos neurotéxi-
cos pueden bloquear enzimas del ciclo energético necesarios para el
transporte axopldsmico y la conduccién nerviosa. Su déficit en las zonas
axonales preterminales, donde su utilizacién es mayor, provocarian altera-
cién del transporte axopldsmico en esas zonas y la subsiguiente degeneracién
distal de la fibra.

Los estudios del transporte axopldsmico en las neuropatias periféricas
han sido hasta ahora escasos, y a veces también contradictorios (ver apartados
sobre Transporte Axopldsmico e Intoxicacién por Acrilamida). La relacién
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causal entre alteraciones del transporte axoplasmico y degeneracién distal
del ax6n permanece indemostrada todavia.

El desconocimiento de los mecanismos patogénicos involucrados en la
aparicion de las neuropatias periféricas impide el tratamiento curativo de las
mismas. Su terapéutica se limita a ser sintomatica y rehabilitadora (Brad-
ley, 1981).

2. Transporte axopldsmico

Existen una serie de sistemas intraneuronales involucrados en el
transporte de materiales entre el soma celular y las dendritas y ax6n, que son
generalmente diferenciados en base a su direccidon de transporte y velocidad.
Su contribucién a la funcién fisiolégica neuronal y su participacién en la
patogenia de diferentes enfermedades estd empezando a ser conocida.

El sistema de transporte anterdgrado rapido (TAR) mueve proteinas,
glicoproteinas y lipidos relacionados con la membrana neuronal. Transporta
también enzimas relacionados con la transmisién nerviosa, sustancias de
pequefio peso molecular y calcio. Su méaxima velocidad de transporte en
mamiferos es alrededor de 400 mm/dia; sin embargo, diferentes velocidades,
todas por encima de 250 mm/ dia, han sido descritas para diferentes nervios y
especies de animales. En un determinado nervio la velocidad es constante en
todos sus axones, independientemente de su calibre, longitud o grado de
mielinizacién (Grafstein, 1977).

El TAR depende de energia producida localmente a lo largo del axon; es
bloqueado por la anoxia y por agentes bloqueantes del metabolismo
oxidativo (Ochs, 1974); es sensitivo a la temperatura; su velocidad es
independiente de la actividad eléctrica de la célula y permanece inalterado en
axones separados del soma neuronal (Grafstein, 1977). El TAR puede ser
bloqueado por agentes disruptores de los microtubulos o en ausencia de
calcio (Samson, 1978, Ochs y cols, 1977).

El sistema de transporte anterégrado lento (TAL) mueve los micro-
tubulos, los neurofilamentos, los microfilamentos, proteinas solubles y
algunas mitocondrias. El subcomponente SCa del TAL se mueve en-
tre 0.2-2 mmy/dia, transportando principalmente tubulina y las tres proteinas
de los neurofilamentos (Lasek y Hoffman, 1976). El subcomponente SCb del
TAL se mueve a velocidades 3-4 veces mayores, transportando diferentes
proteinas de composicion no conocida, excepto actina (Black y Lasek, 1980).

Las velocidades de TAL varian claramente con los diferentes tipos de
nervios, y en un determinado tipo con la edad y la longitud axonal. No es
claro si la velocidad estd influenciada por la temperatura, la actividad
eléctrica o el metabolismo del soma, y aunque parece ser que puede
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temporalmente continuar en axones separados del soma, el TAL cesa si se
bloquea la sintesis proteica pericarial (Grafstein, 1980).

El sistema de transporte retrégrado (TR) mueve en direccién al soma
neuronal materiales previamente transportados en sentido anterégrado, y
moléculas captadas en el espacio extracelular por los terminales axonales.
Su velocidad es considerada un 30-50 por 100 inferior a la del TAR, y el
sistema es sensitivo a las sustancias quimicas o alteraciones fisicas que
afectan al TAR. TR lento ha sido recientemente demostrado para una
proteina de bajo peso molecular (Fink y Gainer, 1980).

Organelas visualizadas microscépicamente tienen movimientos saltato-
rios bidireccionales, con velocidades similares a las del TAR y TR. La
mayoria de ellas son transportadas hacia el soma y parecen ser estructuras
prelisosomales y cuerpos multivesiculares (Grafstein, 1977).

Los mecanismos de TAR y TAL no estdn claramente comprendidos.
Una hipétesis propone un sistema de engranaje en el que las organelas
transportadas serian propelidas por la interaccién con los microttibulos y
otros constituyentes longitudinales del axén (Ochs, 1972). Otra hipétesis
atribuye el movimiento de las organelas transportadas a microcorrientes
intraaxonales (Gross, 1975), y una tercera teoria propone el reticulo
endoplasmico liso presente a lo largo de todo el axén como estructura
soportiva responsable del TAR y TR (Droz, 1975).

Agentes que desestructuran los microtibulos bloquean el TAR, por lo
que el papel de estos en el sistema parece ser importante; sin embargo no se
conoce si constituyen la maquinaria primaria del movimiento o si solamente
forman al armazé6n longitudinal requerido para el movimiento. El papel del
calcio es también poco claro, pero parece ser que puede determinar la
afinidad entre el sistema de transporte y el material transportado, y el
proceso de carga de materiales en el inicio del sistema de TAR (Ochs, 1981).

El mecanismo del TAL es ain més oscuro. Una primera hipétesis
propuso movimientos semiperistalticos de la columna axénica (Weiss, 1969).
Recientemente se ha propuesto que la columna axénica es propelida por su
interaccién con filamentos actinicos anclados en el axolema (Hoffman y
Lasek, 1975). Otros han sugerido que el TAL es solamente un subproducto
del TAR, esto es, el producto de movimientos rapidos intermitentes o
bidireccionales (Ochs, 1975, Lubinska, 1964). '

El transporte axopldsmico juega un papel muy importante en la
duracién de la vida media de componentes estructurales de la fibra nerviosa.
El TAR por ejemplo provee constituyentes al reticulo endoplasmico liso,
membrana plasmatica, vesiculas de transmisién sindptica y granulos neuro-
secretados. El TR mueve vesiculas destinadas a fundirse con lisosomas en el
soma neuronal, lo que implica en el reprocesamiento de materiales de la
membrana celular. Los elementos estructurales centrales del axén (micro-
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tibulos, neurofilamentos y microfilamentos) son transportados por el TAL,
y las mitocondrias son movidas intermitentemente en ambas direcciones a
diferentes velocidades promedio (Grafstein y Forman, 1981).

El sistema de TR es responsable del transporte al cuerpo celular de
material captado por endocitosis en los terminales nerviosos. Alguna de las
sustancias captadas y transportadas de esta forma, como el factor de
crecimiento del nervio, tienen importantes implicaciones fisioldgicas en las
funciones de la neurona. Algunos agentes neuropatogénicos como la
tetanotoxima y ciertos virus pueden tener acceso al SNC por medio de esta
ruta. Un transporte posterior de la toxina tetdnica desde el soma a los
terminales presinapticos, su liberacién y posterior captacion por la neurona
postsindptica ha sido demostrado (Dumas y cols., 1979).

El transporte axopldsmico es fundamental durante la regeneracion de la
fibra nerviosa y el desarrollo ontogénico. Diferentes cambios en las
cantidades y velocidades de material transportado han sido observadas
durante regeneracion nerviosa (Forman y Berenberg, 1978) reflejando
cambios en la sintesis celular, sin embargo, su significado funcional en la
mayor parte de los casos no es entendido. La correspondencia entre la
velocidad del TAL y la velocidad de regeneracion nerviosa sugiere un papel
importante de este sistema en el proceso de elongacion de la fibra, mientras
que el TAR suministraria los materiales para la reconstruccién axonal y el
TR pudiera servir de sistema de intercomunicacién con el soma celular
durante la regeneracion (Grafstein y MacQuarrie, 1978).

La velocidad del TAR aumenta hasta 2-3 veces durante el curso de la
maduracién, mientras que el TAL es 2-3 mas rapido en animales inmaduros
que en los adultos (Specht, 1977).

El transporte axopldsmico juega también un papel importate en las
funciones tréficas celulares, y la interrupcién del mismo por medios farmaco-
l6gicos o fisicos es inmediatamente seguido de cambios en el tronco axdnico,
los terminales sindpticos y la célula postsindptica. El tiempo de aparicion de
cada cambio estd posiblemente relacionado con la deplecciéon de posi-
bles factores tréficos suministrados normalmente por el TAR. Facto-
res liberados en las sinapsis terminales y captados por las células post-
sinapticas, algunos ya demostrados, como aminoacidos o nucledsidos,
pueden ser la base de acciones troficas interneuronales (Lubinska, 1975).

Una variedad de condiciones patologicas han sido relacionadas con
posibles alteraciones en los diferentes sistemas de transporte. Las neuropatias
periféricas, en especial las tdxicas y las hereditarias, estdn suscitando
numerosas investigaciones en los tltimos afios en sus posibles relaciones con
anomalias de los sistemas de transporte. Sin embargo, los estudios sobre la
accion de los neurotoéxicos en los mecanismos de transporte han producido
resultados extremadamente variados, y en ocasiones contradictorios. Algu-
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nas de estas variaciones pueden ser atribuidas a las diferentes técnicas de
estudio utilizadas, a la diferencia en la severidad de las lesiones producidas
por el toxico o a diferencias entre las regiones del nervio donde se ha
estudiado su transporte. Parece bastante posible que diferentes neurotéxicos
afecten al transporte en diferentes maneras; asi la acrilamida y los hexocar-
bonos han sido relacionados con alteraciones del TAR (Spencer y Schaum-
burg, 1976), el B. B’—iminodipropionitrilo con anomalias en los sistemas de
TAL (Griffin y cols, 1978), y el piridinetione de zinc con alteraciones en el
proceso de giro del material transportado en los terminales sindpticos cuando
inicia el TR (Sahenk y Mendell, 1980).

Diferentes anomalias en las velocidades de transporte o en la cantidad
de material transportado han sido descritos en estudios in vitro de nervios de
pacientes con diabetes mellitus, uremia o Dejerine-Sottas (Brimijoin y
Dyck, 1979), en la distrofia muscular murina (McLane y McClure, 1977),
deficiencia de vitamina E (Samson, 1978), tratamientos con monoaminas o
inhibidores de la monoaminooxidasa (Guy y cols, 1978), en la degeneracion
motoneuronal del Wobbler Mouse (Bradley y Jaros, 1973) e hipertension
intraocular (Minckler y cols, 1977), y su posibilidad es considerada en el
papiledema (Tso y Hayreh, 1977). Sin embargo, la relacién causa-efecto
entre la anomalia en el transporte axoplasmico y la degeneracién o distrofia
de la fibra nerviosa sigue sin haberse demostrado en la mayoria de estas
condiciones, y es posible que las alteraciones en los mecanismos de
transporte reflejen solamente disfuncién de la célula nerviosa secundaria a
otras causas, y no que sean ellas las causantes directas de su degeneracion.

3. Neurotoxicidad de la acrilamida:

La acrilamida (CH, = CH. CONH,) se utiliza en su forma polimérica
como agente floculante en la separacién de sélidos en soluciones acuosas.
Sus usos industriales son miltiples: en operaciones de minas, en el
procesamiento de desechos industriales, en la purificacién de las aguas, en la
industria del papel y cartén como sustancia endurecedora, y en la construc-
cién de tineles y minas como sustancia compacta aislante de la humedad.

Inmediatamente después de su introduccién en la industria se conocie-
ron sus caracteristicas neurotdxicas, y desde entonces repetidos casos de
intoxicacién han sido descritos. La acrilamida es téxica en su forma
monomeérica, y deja de serlo cuando se polimeriza. Su efecto es acumulativo
en el sistema nervioso, por lo que pequefias dosis cuando son repetidas llevan
a la intoxicacién. La causa mas frecuente de adquisicién de la enfermedad es
a través del contacto del téxico con la piel, ingesta o inhalacién (Fuller-
ton, 1970, Kuperman, 1957).

La intoxicacién produce somnolencia, falta de concentracién, desorien-

15



tacion, confusion, alteraciones de la memoria y ataxia cuando la intoxica-
ciéon es de forma aguda. En forma crénica, sin embargo, el cuadro
predominante es el de una neuropatia sensorial y motora, distal periférica. La
neuropatia es preferentemente motora, con debilidad y atrofia muscular de
las manos y pies que progresan proximalmente. Los sintomas sensoriales son
adormecimiento, pérdida de sensacion y reflejos y excesiva sudoracion de las
partes distales del cuerpo (Spencer y Schaumburg, 1974).

Morfolégicamente produce una degeneracidn distal de los axones de
mayor calibre (dying-back neuropathy) afectando, en primer lugar, los
axones mds largos, esto es, las fibras nerviosas que llegan hasta los pequefios
musculos de las manos y pies, siendo posteriormente afectados axones de
menor calibre y longitud (Spencer y Schaumburg, 1974).

La neuropatia ha sido estudiada en sus aspectos morfol6gicos amplia-
mente. El primer cambio observado es la acumulacion de neurofilamentos en
las zonas terminales del nervio. Posteriormente zonas paranodales de la zona
preterminal del axén se ensanchan en su parte proximal, apareciendo
afectados varios nodos consecutivos de manera simultdnea. La parte
paranodal distal distrofia y el axdn se estrecha hasta que llega a degenerar,
muriendo desde ese nodo distalmente. Si la intoxicacién continua, nodos
mas proximales se veran afectados, y la zona distal a esos nodos degeneraré y
morird, y el proceso ird avanzando proximalmente. Las alteraciones
morfolégicas son observadas en nervios motores principalmente, sin embar-
go, los nervios sensitivos con terminacién en los corptisculos de Pacini estdn
también estructuralmente afectados (Schaumburg y cols, 1974).

En animales de laboratorio la neuropatia por acrilamida es facilmente
reproducible. Clinicamente produce un cuadro similar al humano, con
degeneracion distal de los nervios periféricos sensitivos y motores. En forma
subaguda aparecen sintomas de intoxicacion del sistema nervioso central en
forma de ataxia truncal, disminucién de la actividad motora general y cierta
somnolencia. Morfolégicamente es también similar a la intoxicacién en el
hombre. Su similaridad clinica y patolégica con las neuropatias periféricas
distales humanas, hacen de la neuropatia experimental por acrilamida un
modelo animal muy adecuado para la investigacion de las alteraciones
bioquimicas en este tipo de neuropatias (Fullerton y Barnes, 1966).

4. Acrilamida y transporte axopldsmico

La causa del fendmeno dying back en la neuropatia por acrilamida, lo
mismo que en otras neuropatias distales, sigue sin estar aclarada. En el caso
de la acrilamida, aunque parece existir una disminucién de la sintesis
proteica en el soma neuronal, ésta no parece ser la causa directa de la
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neuropatia, ya que un andlogo de la acrilamida, la metilén-bisacrilamida
produce similar déficit en la sintesis de proteinas y, sin embargo, no produce
neuropatia (Schotman y cols., 1977, 1978).

La hipétesis de alteraciones en el transporte axoplasmico (Spencer y
Schaumburg, 1974) ha sido frecuentemente sugerida. En esta hipétesis se
asume que la acrilamida interfiere con el mecanismo de carga de materiales
en el inicio del axén, o con el propio transporte a lo largo de la fibra. Si una
cantidad normal de material es transportado distalmente a velocidad
reducida, se producird un incremento progresivo en el retraso de la llegada
del material, mayor contra mas larga sea la distancia al soma neuronal.
Alternativamente, si la velocidad de transporte es normal, pero la cantidad
de material que se carga en el sistema de transporte es menor de la normal, la
cantidad de material disponible por unidad de tiempo en las zonas distales
neuronales también disminuird. Los axones con mayores demandas metabé-
licas, los més anchos, y mayor longitud serian los primeros afectados, y las
zonas de éstos de mayor sobrecarga metabélica, las primeras en exhibir
signos de distrofia celular. Ambas posibilidades pudieran incluso estar
combinadas.

Los estudios del transporte axopldsmico en la neuropatia por acrilamida
han sido escasos, e incluso contradictorios. Pleasure y cols. (1969), examina-
ron en gatos intoxicados con acrilamida y en animales control, el movimiento
de una cresta de radioactividad en el nervio cidtico producida por proteinas
que habian incorporado 3H-leucina previamente inyectada en la médula
espinal. Los gatos intoxicados por la acrilamida no exhibieron cresta de
radioactividad en el transporte lento, y esto fue implicado como causa de la
neuropatia.

Posteriormente Bradley y Williams (1973) estudiaron los dos sistemas de
transporte anterégrado en gatos intoxicados por acrilamida mediante
inyecciéon de aminoacidos precursores en los ganglios dorsales. Contra-
riamente a los hallazgos de Pleasure y cols., su estudio no encontrd
diferencias en el transporte anterégrado lento entre los animales intoxicados
y los animales control. Encontraron, sin embargo, un decremento en la
velocidad de la cresta de radioactividad del transporte rdpido que Bradley y
Williams no consideraron suficiente como para ser la causa de la neuropatia.

Sumner y cols. (1976), utilizando la misma técnica que Bradley y
Williams (1973) encontraron un retraso de un 10 por 100 en la velocidad de la
cresta de radioactividad en los animales intoxicados. Rasool y Bradley (1978)
utilizando el método de la doble ligadura encontraron un decremento de
un 49 por 100 en el TAR y normalidad del transporte retrogrado en ratas
intoxicadas por acrilamida.

Sahenk y Mendell (1981) estudiaron el proceso de giro de material
marcado en los terminales nerviosos, y su acumulacién distal a una ligadura
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colocada en el segmento distal del nervio cidtico de ratas intoxicadas por
acrilamida y 2,5—hexanodiona. En ambas intoxicaciones hubo un retraso en
el tiempo de inicio de la acumulacién y una disminucion en la cantidad de
material radioactivo que volvia del segmento distal.

La accion de la acrilamida sobre los sistemas de transporte sigue sin
estar aclarada, y en caso de que exista, no se conoce si es de suficiente
importancia como para considerarla la causa primaria de la neuropatia, o
bien si es s6lo una manifestacién secundaria a la degeneracién de la fibra
nerviosa producida por el efecto de la acrilamida sobre otros sistemas del
axon, hasta el momento desconocidos.

El presente estudio se ha realizado con objeto de determinar las posibles
anomalias en los sistemas de transporte axopldsmico rapido y retrégrado, y
su relaciéon con la apariciéon de la degeneracién axonal en los diferentes
periodos de la intoxicacién por acrilamida.

5. Acetil-colin-esterasa y Colin-acetil-transferasa

Acetil-colin-esterasa (AchE, acetilcolina hidrolasa, EC 3.1.1.7) es el
enzima que hidroliza la acetilcolina en las sinapsis de las neuronas
colinérgicas. La AchE es sintetizada en la zona perinuclear y transportada
hasta los terminales nerviosos donde sera utilizada (Lubinska, 1964, Ranish y
Ochs, 1972).

Histoquimicamente su presencia en los axones ha sido localizada en
relacidn con estructuras vesiculo-tubulares, el reticulo endoplasmico liso y el
axolema (Kasa, 1968, Brimijoin y cols., 1978).

En nervio periférico las células de Schwann carecen de AChE actividad
excepto en los ultimos estadios de la degeneracién walleriana, por lo que la
localizacién preferentemente intraaxonal del enzima lo hacen util en los
estudios de transporte intraneuronal en nervio periférico. Los anélisis
bioquimicos pueden hacerse a partir de homogeneizados completos del
nervio sin intentar la separacion celular, extremadamente compleja. Los
cambios en la actividad de la AChE en el homogeneizado del nervio reflejan

casi exclusivamente cambios en el compartimento axénico (Lubinska y
Nimierko, 1971).

Varias formas moleculares de AChE han sido descritas en diferentes
nervios de diferentes especies animales. En los mamiferos, las formas de
menor peso molecular constituyen la mayor parte de la actividad total de la
AChE, son en su mayor parte estacionarias y relacionadas con el axolema
(Brimijoin y cols., 1978). Una pequefia parte de la AChE, la de mayor peso
molecular, 16S, es mévil y se colecciona con rapidez a ambos lados de una
ligadura situada en el nervio (DiGiamberardino y Couraud, 1978).
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La AChE es transportada en sentido anterégrado a velocidades
similares a las calculadas para las proteinas marcadas transportadas por el
sistema de transporte rapido; y en sentido retrogrado a velocidades
intermedias (Ranish y Ochs, 1972, Couraud y DiGiamberardino, 1980).
Anomalias en el transporte de este enzima son indicativas de anomalias en
los sistemas de transporte anterégrado rapido y retrégrado, y por esta razén
se ha utilizado el anlisis de la actividad de la AChE en el presente estudio.

La Colin-acetil-transferasa (ChAT, EC 2.3.1.6) cataliza la formacién de
acetilcolina a partir de colina y acetil-CoA en los terminales colinérgicos. La
ChAT es sintetizada perinuclearmente y transportada a los terminales
nerviosos donde ejerce su accién (Fonnum y cols., 1973). El enzima se
encuentra en el compartimiento axénico en forma soluble, aunque pequeinas
proporciones pueden estar presentes en la membrana, y su transporte
axopldsmico es a través del sistema anterégrado lento (Tucek, 1975, Fonnum
y cols., 1973). Existe cierta controversia en cuanto a la fraccién del enzima
que es movil, y a la existencia o no de transporte retrégrado del mismo
(Tucek, 1975, Wooten y Cheng, 1980, Fonnum y cols., 1973). Anomalias en
el transporte de ChAT son indicativas de anomalias en el sistema de
transporte axopldasmico lento.
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MATERIAL Y METODOS

I. Animales y tipo de intoxicacién

Veinticinco ratas hembra Sprague-Dawley, con un peso inicial
de 150-175 gr. (Charles River Breeding Laboratories, Boston, Massachusetts)
fueron intoxicadas, de manera subaguda, con 250 ppm. de acrilamida en el
agua de beber, lo que equivale a una dosis de 14-15 mg/kg/dia.

Otras 15 ratas, de similares caracteristicas y peso que las anteriores,
fueron utilizadas como controles en los diferentes tiempos del estudio. Un
tercer grupo de animales, 16 intoxicados y 16 control, se utilizé en los
experimentos previos.

2. Tiempos de estudio de la intoxicacién

Los animales, en grupos de 5 intoxicados y 3 control, fueron estudiados
en los siguientes tiempos:

a. 10 dias de intoxicacién: Ninguno de los animales intoxicados
presentaba signos clinicos de la enfermedad.

b. 18 dias de intoxicacién: Algunos de los animales intoxicados
presentaban ligera debilidad de las patas posteriores y menor ganancia de
peso en comparacién con los animales controles. Los animales sacrificados
en este tiempo no presentaban signos clinicos de la enfermedad.

c. 25 dias de intoxicacién: Todos los animales intoxicados presentaban
claros signos de neuropatia por acrilamida, con parésis de las extremidades
posteriores de tipo preferentemente distal, disminucién de la sensibilidad
dolorosa en las mismas, gran ataxia truncal, disminucién de la actividad
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motora general y no ganancia de peso. Una vez sacrificado este grupo de
animales, la intoxicacién fue cesada en el resto de los animales.

d. 20 dias post-cesacion de la intoxicacién: Los animales presentaban
alin signos clinicos de neuropatia distal, aunque su intensidad era media,
en comparaciéon con el grupo anterior.

e. 30 dias post-cesacion de la intoxicacion: Clinicamente los signos de
neuropatia eran minimos.

3. Técnica utilizada para el estudio del transporte axopldsmico

La técnica utilizada ha sido la de ligadura, simple y doble, siendo el
enzima marcador del transporte axoplasmico ortégrado ripido y del
retrégrado la acetil-colinesterasa (acetilcolina-acetil-hidrolasa; EC 3.1.1.7).
En otro diferente estudio, en su inicio en la actualidad, se utiliza el enzima
colinacetil-transferasa (acetil-CoA: colina 0-acetil-transferasa; EC 2.3.1.6)
como marcador de las posibles alteraciones de la acrilamida en el sistema de
transporte axoplasmico lento.

En la técnica de la doble ligadura el animal es anestesiado con éter
anhidro, y el nervio cidtico de una extremidad es expuesto quirirgicamente y
ligado a nivel del nodo ciatico con seda 0000. Otra ligadura, es realizada en el
nervio cinco milimetros por encima de la divisién tibio-peroneal, siendo la
distancia entre ambas ligaduras variable, entre 18 y 23 mm. La incisién
quirurgica es cerrada por planos y se deja al animal recuperar. Seis horas
después los animales eran sacrificados por exsanguinacién. El nervio ligado y
el nervio cidtico contralateral eran removidos, limpiados de tejido graso y
conectivo circundante y endurecidos por congelacién inmediata en anhidrido
carbonico so6lido. Segmentos de 3 mm. de longitud fueron cortados
inmediatamente por encima y debajo de ambas ligaduras, en el centro del
segmento ligado, y otros dos en el nervio contralateral. Estos dos ultimos
servirian como control de la actividad de la AChE en nervio ciatico no
ligado.

La técnica de la ligadura tnica fue utilizada para los estudios previos de
acumulacién de AChE en las horas siguientes a la ligadura, y obtencion de
las curvas de acumulacién en el sentido préximo-distal y disto-proximal.

El cidtico contralateral inmediatamente por encima de la bifurcacién
tibio-peroneal fue utilizado para los estudios morfolégicos simultidneos a los
bioquimicos de la intoxicacidn por acrilamida. El segmento del nervio fue
fijado en glutaaldehido al 3,6 por 100 durante 2 horas y dejado en buffer
fosfato sédico 0.1M, pH 7.4, para posterior estudios por microscopia 6ptica
y electronica.
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Similares ligaduras y técnicas de diseccién fueron utilizadas en los
animales control. La temperatura del nervio se mantuvo entre 33 y 36° C.

4. Preparacion de los tejidos y determinacion de la actividad de la AChe

Cada segmento de nervio fue homogeneizado en 1 ml de buffer fosfato
sédico 0.1M, pH 7.4 (0.1M fosfato monosddico, 0.1M fosfato disédico, 0.5%
Triton X-100, 50 mg% albuimina sérica bovina), manteniendo la temperatura
exterior a 42C. 50 ul del homogenado resultante fueron empleados, por
duplicado, en cada ensayo.

La determinacion de la actividad de la AChE fue realizada por el
método radiométrico de Potter modificado (Potter, 1967), utilizando como
sustrato 0.28 mM !4C-acetilcolina ioduro y 4 mM acetilcolina cloruro en
solucion 10 mM fosfato sédico, 19 mM cloruro magnésico, pH 7.4. La
molaridad final de la mezcla de incubacién era de 2.14 mM, 6ptima para la
reaccién enzimatica.

La mezcla fue incubada a 379C durante 20 minutos, siendo terminada la
reaccion mediante la adicion de 100 ul de CIH 0.2N a 4°C. El 4cido acético
resultante de la reaccién fue separado de la mezcla mediante la adicion
de 2 ml de tolueno-isoamylalcohol 5:1 y posterior agitaciéon durante 30
segundos. Una vez la solucién era homogénea se centrifugaba a 2000 rpm
durante 7 minutos. La capa organica superior fue separada, colocada en un vial de
escintilacion al que se le afiadié 10 ml de tolueno fosfato como licuescente. La
beta-emision de la muestra fue contada durante periodos de 10 minutos en un
Packard 2650 espectrémetro de escintilacion liquida. La actividad enzimatica
fue expresada en nanomoles de sustrato hidrolizado por hora por 3 mm de
nervio.

5. Determinacion de la cantidad de enzima transportado, de la fraccién
movil y de la velocidad del transporte en el sentido ortégrado y retrégrado

La actividad del enzima transportado viene dada por la diferencia entre
la actividad enzimatica en el segmento proximal a la ligadura proximal y la
actividad enzimdtica en el segmento control del nervio contralateral.
Expresada en nanomoles de actividad por 24 horas, la férmula es:

E. =(E, — E.) X 24 /t, en la que

E, : Actividad enzimética en el segmento proximal a la ligadura proximal.
E. : Actividad enzimética en el segmento (3 mm) del nervio contralateral.
t : Tiempo de mantenimiento de la ligadura.
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El porcentaje de enzima mévil en el nervio viene dado por la diferencia
entre la actividad del segmento del nervio contralateral y el segmento central
del segmento ligado, siempre que la velocidad de transporte sea suficien-
temente rdpida para permitir la total evacuacién del segmento central
durante las horas de ligadura. Valores mas exactos, e independientes de esa
suposicidon vienen dados por la férmula:

En = (E, — E;) X 100 / E., en la que

E, : Actividad enzimdtica en el segmento proximal a la ligadura distal.
E; : Actividad enzimatica en el segmento central entre ambas ligaduras.
E: : Actividad de todo el segmento ligado.

La actividad enzimatica en los 3 mm centrales del segmento ligado es
una medida de la actividad de la fraccién estacionaria del enzima.

La velocidad aparente de transporte, esto es, presuponiendo que todo el
enzima es mévil y la acumulacién del mismo es lineal durante el tiempo en
que el nervio ha sido ligado, viene dada por la férmula siguiente, expresada
en mm/24 horas:

Va =[(E —E)/E ]1X(L/t) X 24, en la que

E, : Actividad enzimadtica en el segmento proximal a la ligadura proximal.
E. : Actividad enzimética en el segmento (3 mm) del nervio contralateral.
L : Longitud del segmento (3 mm).

t : Tiempo de acumulacién del enzima (6 horas).

La velocidad real o absoluta viene determinada por la relacién entre la
velocidad aparente y la fraccion mévil del enzima, expresada en mm/24
horas en la siguiente férmula:

V=(Va/En)X 100 =V, X (100 / E, ), en la que

V. : Velocidad aparente del enzima.
En: Fraccion mévil del enzima.

Los cédlculos correspondientes al transporte axoplasmico retrégrado se
obtienen con similares férmulas, sustituyendo las actividades enzimaticas
proximales por las distales de la correspondiente ligadura. Esto es:

E: =(Es — E.) X 24 /t, en la que

E: : Actividad enzimética transportada retrégradamente, en nmol/24 horas.
Es : Actividad enzimatica en el segmento distal a la ligadura distal. _
E. : Actividad enzimatica en el segmento (3 mm) del nervio contralateral. '
t : Tiempo de mantenimiento de la ligadura.

En = (E;, — E;) X 100 / E, , en la que

Enm: Porcentaje de enzima moévil transportado de manera retrégrada.
E, : Actividad enzimética en el segmento distal a la ligadura proximal.
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E; : Actividad enzimética en el segmento central entre ambas ligaduras.
E, : Actividad enzimatica de todo el segmento ligado.

Yo =B —E)/E ] X{LJt)X2, enla que

a : Velocidad aparente en sentido distoproximal, en mm/24 horas.

: Actividad enzimdtica del segmento distal a la ligadura distal.

: Actividad enzimdtica en el semento (3 mm) del nervio contralateral.
: Longitud del segmento utilizado (3 mm).

: Tiempo de acumulacién del enzima (6 horas).

w

TComm<

6. Preparacion de los tejidos para su estudio morfolégico

Inmediatamente después de sacrificado el animal, 15 mm del nervio
cidtico contralateral al ligado eran seccionados por encima de la bifurcaciéon
tibio-peroneal y procesados para estudios morfolégicos en los mismos
periodos de intoxicaciéon que los estudios bioquimicos.

Una vez limpiado de tejido conectivo y graso circundante, el segmento
del nervio en cada animal fue estirado y fijado en glutaaldehido en solu-
cién 0.1 M de fosfato sédico (pH 7.4) al 3.6% durante 2 horas, y postfijado
en solucién ésmica de cromo al 2%. Posteriormente fue deshidratado en
concentraciones graduadas de alcohol y embebido en epoxy resina. Secciones
de 0.5 um fueron tefiidas con azul de toluidina para microscopia optica, y
secciones de 0.1 um se tifieron con uranil acetato y citrato plimbico para su
estudio por microscopia electrénica.

7. Material y reactivos

La “C-ACh ioduro fue obtenida de New England Nuclear, Boston,
Massachusetts; el tolueno e isoamyl-alcohol de Fisher Scientific Co., Fair
Lawn, New Jersey; el liquencint de National Diagnostics, Somerville, New
Jersey; la ACh cloruro, el fosfato monosddico y disédico de Calciochem-
Behring Co., la Jolla, California; y el resto de los reactivos quimicos de
Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri.

Fueron utilizados un homogeneizador Wheaton, una incubadora Dub-
noff, un mezclador Vortex, una centrifugadora Damon/IEC y un contador
de escintilacién liquida Packard, modelo Tri-Carb 2660. La acrilamida
monémero fue obtenida de Eastman Kodak Company, Rochester, New
York.
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RESULTADOS

. Acumulacién en segmentos proximales y distales a la ligadura tinica en
los experimentos previos

En estudios preliminares, animales sanos fueron ligados con una simple
ligadura y sacrificados a las 2, 6, 12 y 24 horas. Cuatro segmentos de 3 mm de
longitud inmediatamente proximales a la ligadura, otros cuatro inmediata-
mente distales a la ligadura y tres del ciatico contralateral fueron removidos y
la actividad enzimatica de la AChE presente en ellos averiguada, con objeto
de encontrar el patrén de acumulacidn.

La AChE se acumulé de manera lineal y progresiva en los segmentos
proximales durante las 24 horas, encontrdndose en el segmento mas
proximal a la ligadura el 95 a 989 del total acumulado (figuras 1y 2). En este
segmento la actividad enzimatica a las 6 horas era 230 * 35% de la
encontrada en el segmento control, y de un 580 * 719 a las 24 horas. Por el
contrario, en los segmentos distales a la ligadura la acumulacién fue lineal y
progresiva durante las primeras 6 horas, aumentando muy ligeramente
durante las seis siguientes y manteniendo cierto platé a las 24. La
acumulacién se limité exclusivamente al segmento mas proximal a la
ligadura, y la méxima acumulacién encontrada, a las 24 horas, fue
del 210 = 579% con respecto a la actividad del segmento control. La actividad
en el resto de los segmentos distales disminuyé progresivamente llegando a
ser entre un 84 y un 88% la del control a las 24 horas de la ligadura.

La actividad de los segmentos control, tomados en zonas proximales y
distales del nervio ciatico contralateral al ligado fue siempre estadisticamente
similar, independiente de la zona del nervio.

Otro grupo de animales fue intoxicado y sometido al mismo experimen-
to. El nervio ciatico de una extremidad fue ligado, y los animales sacrificados
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a las 2, 6, 12 y 24 horas, con objeto de estudiar el patrén de acumulacién en
los segmentos proximales y distales a la ligadura. En sentido ortdgrado la
AChE se acumuld progresiva y linealmente durante las primeras 6 horas. El
ritmo de acumulacién disminuyé ligeramente a las 12 horas, y mas
claramente a las 24 (fig. 3 y 4). La acumulacion, de igual manera que en los
animales sanos, estuvo practicamente limitada al segmento méas proximal a la
ligadura. La actividad del total enzimatico acumulado en 24 horas fue
un 24 * 13% inferior a la actividad enzimatica total en los animales sanos.

En sentido distoproximal, la AChE se acumul6 de manera lineal durante
las primeras 6 horas, siendo de mucha menor intensidad la acumulacién en
las 6 siguientes horas, y minima en las ultimas 12 horas del estudio. La
actividad enzimatica total transportada a las 6 horas fue un 26 + 15% inferior
a la transportada en los animales sanos, mientras a las 24 horas, el total de
enzima transportado hasta la ligadura en sentido distoproximal era
un 29 * 12% inferior a la transportada en la misma direccion en los animales
sanos.

a. Velocidad aparente de transporte en sentido ortégrado y retrégrado
en animales sanos y animales intoxicados

En los animales sanos la actividad de la AChE incrementé de manera
progresiva y lineal durante las 24 horas del experimento, por ello la velocidad
aparente de transporte ortégrado en este grupo de animales fue estadisti-
camente similar en los cuatro grupos de animales sacrificados a diferentes
horas (2, 6, 12 y 24). El promedio * desviaciéon estandar (mean = SD) en
los 16 animales fue de 19.48 + 3.38 mm/24 horas.

En sentido retrégrado, la acumulacién fue lineal y progresiva durante
las primeras 6 horas, decayendo la progresiéon en las siguientes horas,
posiblemente debido al agotamiento de la cantidad de enzima acumulada
previamente a la ligadura en la parte distal del nervio. Por ello, los valores de
velocidad aparente de transporte se calcularon Gnicamente en los animales
sacrificados a las 2 y 6 horas. Ambos grupos presentaban valores estadistica-
mente similares (p > 0.02). La velocidad calculada fue de 7.01 + 2.08 mm/24
horas, que es netamente inferior a la calculada en sentido proximo-distal (Ta-
bla 1).

En los animales intoxicados, la velocidad aparente ortégrada fue
calculada a partir de los valores obtenidos con los animales sacrificados en
las primeras 6 horas dada la ligera disminucién en la acumulacién observada
a las 12 horas. En sentido retrégrado se procedi6 de la misma manera ya que
la disminucién fue marcada a las 12 horas, probablemente debido a la
combinacién de agotamiento distal del enzima y degeneracién de las fibras
nerviosas distalmente por la acrilamida. Los valores de velocidad aparente
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ACTIVIDAD ENZIMATICA ACUMULADA EN AMBOS LADOS DE
LA LIGADURA
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ortograda y retrograda fueron 17.16 £ 2.23 mm/24 horas y 6.32 + 1.81
mm/24 horas respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1

VELOCIDAD APARENTE DE TRANSPORTE Y ACTIVIDAD
ENZIMATICA TOTAL TRANSPORTADA”

Tipo de transporte Velocidad aparente Actividad enzimatica
en mm/24 horas en unidades/24 horas

Animales control

Ortogrado 19.48 £ 3.38 (8) 1820 = 205 (4)

Retrogrado 7.01 = 2.08 (8) 860 = 110 (4)
Animales intoxicados

Ortogrado 1716 £ 2,23 () 1364 + 313 (4)

Retrégrado 6.32 + 1.81 (8) 525 = 101 (4)

# Método de ligadura tnica. Nimero de animales en paréntesis.
Resultados son el promedio *+ desviacién estandar.

b. Actividad de la cantidad total de enzima transportado en 24 horas

La actividad enzimatica acumulada en los 3 mm. proximales a la
ligadura en los animales sanos sacrificados a las 24 horas de la interrupcién
del flujo axopldsmico fue de 1812 * 205 unidades, siendo una unidad el
numero de nanomoles de acetilcolina hidrolizados en una hora en 3 mm de
nervio ciatico.

La actividad enzimdatica acumulada en el segmento inmediatamente
distal a la ligadura, al cabo de 24 horas fue de 860 * 110 unidades/24 ho-
ras (Tabla 1).

En los animales tratados con acrilamida la cantidad de acetil-colin-este-
rasa acumulada en el segmento proximal a la ligadura durante 24 horas fue
de 1364 =313 unidades/24 horas, esto es, un 20 % menos que en los animales
control. Esta disminucién de la actividad total es estadisticamente significa-
tiva (p < 0.001, Student’s t-test). En sentido distoproximal la cantidad de
AChE acumulada durante 24 horas fue de 525 + 101 U/24 horas, esto es
un 29% menos que en los animales control. Esta disminucién es también
estadisticamente significativa (p < 0.01, Student’s t-test) (Tabla 1).

En los animales sanos la proporcion de la actividad enzimatica en el
segmento distal con respecto a la encontrada en el proximal, a las 24 horas
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fue de un 48%. En los animales tratados con la acrilamida esta proporcion
disminuyo6 a un 39%.

La actividad enzimatica en los segmentos control de los animales no
tratados con el toxico fue de 381 = 51 nanomoles/hora. No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes segmentos control obteni-
dos en zonas proximales (nodo ciatico) o zonas mas distales del nervio (inme-
diatamente por encima de la bifurcacién tibio-peroneal).

En los animales intoxicados la actividad enzimatica en los segmentos
control fue de 336 = 74 nanomoles/hora. La diferencia con la actividad en los
segmentos control de los animales no tratados no es estadisticamente signifi-
cativa (p > 0.02, Student’s t-test).

2. Transporte ortégrado de AChE durante los diferentes estadios de la
intoxicacion por acrilamida y comparacion con los controles

Veinticinco animales intoxicados fueron sacrificados, en grupos de
cinco, a los 10, 18 y 25 dias de iniciada la intoxicacidn, y a los 20 y 30 dias
después de cesar ésta. Junto a cada grupo fue sacrificado otro grupo de
animales sanos de las mismas caracteristicas que los intoxicados. Seis horas
previas al sacrificio, los animales fueron ligados con dos ligaduras en su
nervio ciatico izquierdo, separadas entre si entre 18 y 23 mm

Se eligi6 como tiempo de mantenimiento de la ligadura las 6 horas,
porque en los experimentos previos se habia demostrado que éste era el
tiempo maximo en que la acumulaciéon de la actividad enzimatica era
progresiva y lineal en los animales intoxicados, tanto en sentido ortogrado
como en el retrégrado. Tiempos mayores de 6 horas hubieran permitido
mayor acumulacién del enzima, pero los calculos de velocidad aparente,
velocidad absoluta y actividad del enzima en 24 horas, hubieran sido erréneos
ya que las acumulaciones no se producen de manera lineal a partir de las 6
horas, principalmente en el sentido retrégrado, posiblemente debido al
agotamiento del enzima distal a la ligadura distal.

Durante las 6 horas, el enzima situado en el segmento ligado se
distribuye, yendo a la parte distal y proximal del mismo, y vacidndose
relativamente de €l la parte central del segmento ligado. Sin embargo, la
AChE, como la mayor parte de los enzimas transportados por medio de los
mecanismos de transporte rapido, cambia de direccidn al llegar al obstaculo,
por lo que es de suponer hay siempre cierta cantidad del enzima que esta
siendo transportada en un sentido o en otro. Los calculos estadisticos sobre
la fracciéon moévil del enzima no son afectados por este hecho de manera
estadisticamente significativa.
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a. Actividad enzimatica transportada en 24 horas:

En los animales control la cantidad transportada fue estadisticamente
similar, independiente del grupo al que perteneciera el animal. El prome-
dio £ DE de todos los controles fue de 1732 + 183 U/24 horas (Tabla 2).

A los 18 dias de intoxicacidn, cuando los animales atin no presentaban
signos de la enfermedad, la cantidad total transportada disminuyd, de
manera significativa un 16%, y volvi6 a disminuir a los 25 dias de
intoxicacion, en el periodo clinico de la enfermedad, a un 81.8% del
transportado en los animales sanos. A los 20 dias de cesar la intoxicacidn, la
cantidad transportada aument6 un 15% sobre los controles. A los 30 dias de
cesada la intoxicacion, la cifra, aunque ligeramente por encima del control,
era estadisticamente similar (1843 = 268 ‘U/24 horas).

Tabla 2

VELOCIDAD APARENTE DE TRANSPORTE ORTOGRADO Y
ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL TRANSPORTADA EN
24 HORAS ORTOGRADAMENTE”

Tiempo de intoxicacién Velocidad aparente Actividad enzimética
en mm/24 horas en unidades/24 horas
Animales control 19.13 £ 2.02 (15) 1732 . 183 (15)
10 dias intoxicacién 21,52 426" (5)* 1875 + 263 (5)
18 dias intoxicacién 18.01 £ 3.33 (5) 1459 *+ 251 (5)*
25 dias intoxicacién 21.20 =% 3.26 (5) 1416 £ 242 (5)*
20 dias post-intoxic 21.69 £ 3.56 (5) 1987 + 249 (5)**
30 dias post-intoxic 20.90 £+ 3.49 (5) 1843 *+ 268 (5)

# Método de la doble ligadura. Nimero de animales en paréntesis.
Resultados son el promedio + una desviacion estandar.

* p < 0.01, Student’s t-test.

** p < 0.02, Student’s t-test.

b. Velocidad aparente y fraccion moévil del enzima:

La velocidad aparente, esto es, el calculo obtenido a partir de la base de
que todo el enzima es transportado a lo largo del axon, fue de 19.13 + 2.02
mm/24 horas en los animales control. Aumentd un 10% a los 10 dias de
intoxicacion, disminuyé progresivamente hasta ser de un 94% del control
durante el periodo 18 dias de la enfermedad, y se normalizé una vez cesada la

33



intoxicacion. La diferencia estadistica entre los valores del dia 10, del dia 18 y
los controles no es significativa.

La fracciéon moévil del enzima en los animales control fue de 4.26 + 1.02%
del total enzimatico. Esta cantidad no vario significativamente hasta el dia 25
de la intoxicacion en la que aumento6 un 34% su valor, y aumento un 1% mas
a los 20 dias de cesada la intoxicacion. Al mes de cesada seguia siendo
un 18% mayor que los controles. Sin embargo, estas variaciones no son
estadisticamente significativas (Tabla 3).

Tabla 3

FRACCION DE ENZIMA MOVIL Y VELOCIDAD ABSOLUTA
EN SENTIDO ORTOGRADO?

Tiempo de intoxicacién Enzima mévil Velocidad absoluta
en % en mm/24 horas

Animales control 4.26 + 1.02 (15) 4538517 (195)

10 dias intoxicacidn 4.56 £ 2.29 (5) 503 £ 85 (5)

18 dias intoxicacion
25 dias intoxicacién
20 dias post-intoxic
30 dias post-intoxic

4.54 + 2.28 (5)
5172+ 2:23%(5)
5415 £12:39.(5)
505 1 2.31 (5)

393 £ 68%(5)
373 =803%(5)
388 £ 97*(5)
410 £ 89 (5)

#Método de la ligadura doble. Ntimero de animales en paréntesis.
Resultaldos son el promedio * una desviacion estandar.
* p < 0.02, Student’s t-test.

c. Actividad enzimatica basal en el nervio

La actividad de la AChE en los segmentos control fue de 386 + 28
nanomoles/hora. Esta actividad no vario estadisticamente durante el periodo
de intoxicacién o postintoxicacion.

d. Velocidad absoluta de transporte ortégrado

La velocidad real de transporte en los animales control fue de
453 + 51 mm/24 horas. Permanecié sin variaciones en los animales
intoxicados a los 10 dias, pero disminuy6 un 13% durante el periodo precli-
nico de la intoxicacion, y un 18% durante el periodo clinico. La velocidad de
transporte se mantuvo en similares niveles a los 20 dias de haber cesado la
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intoxicacion, recuperandose hasta valores estadisticamente normales a
los 30 dias (Tabla 3).

3. Transporte retrégrado de AChE durante los diferentes estadios de la
intoxicacion por acrilamida y comparaciéon con los controles

a. Actividad de la cantidad total de enzima transportada en 24 horas

La cantidad de enzima transportada en los animales control fue
estadisticamente similar en todos los grupos. El promedio £ DE de todos los
controles fue de 885 = 93 U/24 horas (Tabla 4), esto es un 49% de la
transportada en sentido anterégrado (Tabla 2).

La actividad total transportada disminuyé un 239% durante el periodo
preclinico, y un 24% durante la fase clinica de la neuropatia. Se recupero
parcialmente a los 20 dias de cesar la intoxicacion llegando a ser un 85% de
los niveles control, y manteniéndose en esas cifras a los 30 dias post-intoxi-
cacion.

La cantidad recuperada en el segmento distal, a los 10 dias de
intoxicacion fue un 51% de la obtenida en sentido ortégrado. A los 18 dias
fue de un 47%, y se mantuvo a esos niveles durante el periodo clinico. Sin
embargo, a los 20 dias de cesar la intoxicacion, solo un 389 era la cantidad
total de enzima transportada en sentido centripeto. Esta cantidad aument¢ a
un 42% a los 30 dias (Tablas 2 y 4).

Tabla 4

VELOCIDAD APARENTE DE TRANSPORTE RETROGRADO Y
ACTIVIDAD ENZIMATICA TOTAL TRANSPORTADA EN
24 HORAS RETROGRADAMENTE?

Actividad enzimatica
en unidades/24 horas

Tiempo de intoxicacion Velocidad aparente

en mm/24 horas

Animales control

10 dias intoxicacion
18 dias intoxicacion
25 dias intoxicacion
20 dias post-intoxic
30 dias post-intoxic

6.81 £ 0.97 (15)

6.32 = 1:73%(5)
593 = 1.87 (5)
6.32 ==1C98°(S5)

6.20 £ 2.02 (5)
7.718 191 (5)

885 £ 93 (15)
863 = 195 (5)
683 L. 187% .(5)
678 £ 198* (5)
P33EEL15755%(5)
766 3173 =(5)

# Método de la ligadura doble. Numero de animales en paréntesis.

Resultados son el promedio + una desviacion estandar.

* p < 0.001, Student’s t-test.
** p < 0.02, Student’s t-test.
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b. Velocidad aparente retrograda y fraccion movil del enzima

La velocidad aparente en sentido distoproximal en los animales control
fue de 6.81 £ 0.97 mm/24 horas. Disminuy6 un 13% durante el periodo
preclinico, recuperandose hasta un 91% del control a los 20 dias post-intoxi-
cacion, y siendo un 14% mayor a los 30 dias de cesar la enfermedad
(7.78 = 1.91 mm/24 horas) (Tabla 4). La diferencia entre los valores del grupo
control y los obtenidos a los 18, 25 y postintoxicacion no son estadistica-
mente significativos.

La fraccion mdvil del enzima transportada retrogradamente fue
del 3.79 = 1.02% del total. Esta cantidad no varié6 de manera significativa
hasta el periodo clinico de la neuropatia, en que aumenté un 22%,
manteniéndose en esos niveles a los 20 dias de cesar la intoxicacion, y
aumentando a un 249 a los 30 dias (4.71 = 1.78%) (Tabla 5).

Tabla 5

FRACCION DE ENZIMA MOVIL Y VELOCIDAD ABSOLUTA EN
SENTIDO RETROGRADO#

Tiempo de intoxicacién Enzima movil Velocidad absoluta

en % en mm/24 horas
Animales control 3:79-%=-1,02-(15) 181 £ 34 (15)
10 dias intoxicacion 361 = 1.85°(5) 180 £ 61 (5)
18 dias intoxicacion 3.99 £ 1.76 (5) 150 + 49%(5)
25 dias intoxicacion 4.63 = 1.89 (5) 136 + 46*(5)
20 dias post-intoxic 4.60 £ 1.65 (5) 134 + 63*(5)
30 dias post-intoxic 4701578 (5) 166 + 64 (5)

# Método de la doble ligadura. Numero de animales en paréntesis.

Resultados son el promedio = una desviacion estandar.
* p < 0.02, Student’s t-test.

c. Velocidad absoluta de transporte retrégrado
La velocidad real de transporte en los animales control, obtenida
mediante la velocidad aparente y la fraccion movil del enzima

fue de 181 = 34 mm/24 horas. Permaneci6 sin variar a los 10 dias de
intoxicacion, disminuyendo un 179% a los 18 dias. Durante el periodo clinico
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de la enfermedad, la velocidad absoluta fue de 136 + 46 mm/24 horas, esto es
un 25% inferior a los controles. Permanecié en los mismos niveles a los 20

dias de cesar la intoxicacién, pero se recuperé a niveles normales a
los 30 dias (Tabla 5).

La velocidad absoluta de transporte retrégrado en los animales control
es aproximadamente un 40% de la velocidad absoluta en sentido ortégrado.
Durante el periodo de intoxicacidn, y posterior, esta proporciéon entre la
velocidad anterdgrada y retrograda fue de un 35%. Treinta dias después de
cesar la intoxicacion, la proporcién volvié a ser de un 40% (Tablas 3 y 5).

4. Alteraciones morfologicas del nervio cidtico durante los diferentes
estadios de la intoxicacion

La parte del nervio ciatico seleccionada fue la situada inmediatamente
por encima de la bifurcacion tibio-peroneal. Segmentos inmediatamente por
encima del utilizado para los estudios morfoldgicos fueron los que se
utilizaron para control de la actividad basica de AChE en el nervio. El
segmento de nervio utilizado para los estudios morfolégicos corresponde
pues, aproximadamente, con la zona donde se estudiaba el transporte
axoplasmico en el nervio opuesto ligado.
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Fig. 5. Cidtico de rata control X 800.



a. A los 10 dias de intoxicacion

El nimero y proporciéon de axones mielinicos es similar a los controles.
No se observan alteraciones en el espacio endoneural, vasos, fibras amielini-
cas o epineuro. El nervio es considerado, bajo el punto de vista morfolégico,
normal.

Fig. 6. 10 dias de intoxicacion
por acrilamida. Cidtico de rata X 800.

b. A los 18 dias de intoxicacion

El nimero y proporcioén de axones mielinicos es aparentemente similar a
los animales control, sin embargo se observan en algunas fibras aisladas
procesos de degeneracion axonal en sus diversos estadios. Ocasionalmente se
observa algun axén globulizado, con material denso en su interior, posible-
mente neurofilamentos. No se observan fibras demielinizadas o remielini-
zadas, los vasos son normales y el nimero y configuracién de las fibras no
mielinicas es normal. El espacio endoneural es normal y no se observan
células inflamatorias o macroéfagos. El numero de células de Schwann es
similar a los controles. Patolégicamente los hallazgos en el nervio son
sugestivos de neuropatia axonal de moderada intensidad.
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Fig. 7. 18 dias de intoxicacion
por acrilamida. Cidtico de rata X 800.

c. A los 25 dias de la intoxicacion

Durante el periodo clinico de la enfermedad el nervio ciatico presentaba
una moderada disminucién del total de fibras mielinicas, siendo esta
disminucién predominantemente marcada en el nimero de fibras de mayor
calibre. Las fibras -amilinicas estaban en concentraciones normales. El
espacio endoneural estaba distendido, y numerosas fibras se encontraban en
diversos estadios de degeneracion axonal.

La proporcién de fibras distroficas por fasciculo era variable entre
fasciculo y fasciculo, incluso en el mismo animal, siendo aproximadamente
entre el 5 y el 209% de las fibras. Las fibras distréficas presentaban
opacizacion del axoplasma, retraccién del axolema, invaginacién de proce-
sos adaxonales de la célula de Schwann circundando el axén distréfico o
rodeando material denso intraaxonal con objeto de fagocitarlo, desdobla-
miento de las capas circundantes de mielina, globos mielinicos y restos
mielinicos en el interior de células de Schwann o macréfagos circundantes.

Una pequefia proporciéon de fibras, alrededor del 1-2% del total,
presentaban enormes dilataciones de su axoén, el cual tenia una alta
concentracién de material denso en su interior. Este material denso estaba
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Fig. 8. 25 dias de intoxicacion
por acrilamida. Cidtico de rata X 800.

constituido fundamentalmente por neurofilamentos y un numero anormal-
mente grande de cuerpos densos axonales, mitocondrias, cuerpos multivesi-
culares y pequeifias vesiculas, que parecian estar relacionadas con el reticulo
sarcoplasmico liso. Por el contrario, el nimero de neurotubulos en estas
dilataciones axoplasmicas era normal o proporcionalmente muy disminuido
en comparaciéon con el numero de neurofilamentos. Granulos, rodeados
o no de una membrana también eran frecuentes.

Las dilataciones axonales estaban siempre situadas en la zona mas
proximal paranodal. La zona distal paranodal en estos casos estaba
distrofica, presentando una abundante concentracion de mitocondrias y
otras organelas, frecuentemente rodeadas por perfiles membranosos comple-
jos, que en ocasiones parecian provenir del citoplasma adaxonal de la célula
de Schwann. En algunas fibras, en las cuales era evidente que habia ocurrido
una total degeneracion distal, se observaban ovoides de mielina y bandas de
Bungner, indistinguibles de las que aparecen tras degeneracion walleriana.

La mielina en algunas zonas paranodales, y principalmente en los
axones dilatados estaba retraida y apelotonada, estando el axolema parano-
dal completamente desmielinizado.

En este estadio de la intoxicacién no se observaron fibras desmielini-
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Fig. 9. Diferentes instancias de ensanchamiento axonal durante el periodo clinico de la
neuropatia. Cidtico de rata X 800.

zadas con normalidad del axén, fibras remielinizadas o racimos de fibras
mielinicas de pequefio calibre sugestivas de regeneracion axonal. Los vasos,
de pequefio y mediano calibre, presentes en el nervio, no presentaban
anormalidades.

d. A los 20 post-cesacion de la intoxicacién

Los hallazgos en el nervio durante este estadio eran muy similares a los
hallazgos durante el periodo clinico de la enfermedad, aunque mas variables
entre los animales entre si. El nimero de fibras distréficas era similar al
encontrado en el grupo anterior, entre un 5 y un 20%, y los estadios de
degeneracidon axonal seguian presentes. No se observaron regeneraciones
axonales, esto es, racimos de fibras mielinicas de pequefio calibre. El nimero
de fibras ensanchadas era algo menor que durante el periodo clinico, pero en
los casos presentes, las caracteristicas de éstas eran similares a las descritas en
el grupo anterior.
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Fig. 10. 20 dias post-intoxicacion
por acrilamida. Cidtico de rata X 800.

e. A los 30 dias post-cesacion de la intoxicacién

En este grupo de animales el endoneuro no aparecia distendido, y la
concentracion de fibras mielinicas aparecia normal. El nimero de fibras
distroficas presentes estaba reducido, siendo inferior al 5% en la mayoria de
los casos. Los estadios de degeneracion axonal observados eran siempre los
finales, esto es homogeneizacion de la mielina en la zona ocupada anterior-
mente por el axén, globos mielinicos y macréfagos alrededor de la fibra con
un citoplasma abundante en material denso, organelas, lisosomas, perfiles
tubulares y circulares y restos mielinicos.

A pesar de ser 30 dias los transcurridos desde la cesacion de la
intoxicacién, no se observd mas que en dos ocasiones racimos de fibras
mielinicas de pequefio calibre regeneradas. Sin embargo, no se observo
ninguna fibra con ensanchamiento paranodal, similar a las presentes en los
dos grupos anteriores de animales.
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DISCUSION

El experimento previo de estudio del patrén de acumulacién del enzima
acetil-colin-esterasa (AChE) en los segmentos inmediatamente proximal y
distal a una ligadura unica en el nervio cidtico de la rata, demostré el
transporte bidireccional del enzima, que se acumula de una forma lineal y
progresiva en el segmento inmediatamente proximal a la ligadura durante al
menos 24 horas. La acumulacién en el sentido retrégrado fue también
progresiva, pero Uinicamente lineal durante las primeras 6 horas. Durante las
siguientes horas su acumulacién no fue lineal, y en las Gltimas 12 horas del
experimento su acumulacién fue minima. Esto fue interpretado como debido
al agotamiento del enzima situado distalmente en los terminales nerviosos.

En los animales intoxicados la acumulacién en sentido ortégrado siguié
el mismo patrén que en los animales sanos, aunque la cantidad de AChE
acumulada en las 24 horas fue un 25% inferior. La disminucién de la
cantidad acumulada es debido al efecto simultdneo de un menor transporte
del enzima por 24 horas, y a una menor velocidad aparente de transporte. El
decremento en la cantidad de AChE transportada en 24 horas es posible-
mente debido a interferencia de la acrilamida con los mecanismos de sintesis
proteica (Schotman y cols., 1978). En el segmento distal a la ligadura, el
patrén de acumulacién fue similar al de los animales sanos, siendo lineal y
progresivo las primeras seis horas, decayendo algo en las seis siguientes, y
siendo nulo en las 12 dltimas horas del experimento. La cantidad total
transportada en 24 horas fue un 29% inferior a los animales control. Las
mismas causas que producen la disminucién de la cantidad de enzima
acumulada en 24 horas en sentido ortégrado son las responsables de la
disminucién de la actividad enzimatica total acumulada en 24 horas en
sentido retrégrado, esto es, disminucién de la sintesis proteica y menor
velocidad aparente de transporte.

El porcentaje de enzima que vuelve en sentido retrégrado al cuerpo de la
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neurona es aproximadamente un 48% del transportado en sentido ortégrado,
posiblemente para su reciclamiento o destruccién en los lisosomas. En los
animales intoxicados, s6lo un 38% del enzima es recuperado en sentido
retrogrado. La causa puede radicar en acumulaciones del enzima en los
preterminales nerviosos dafiados o en una posible mayor destruccién en los
terminales nerviosos distroficos.

Varias conclusiones, importantes para el siguiente experimento de
estudio del transporte en los diferentes estadios de la intoxicacién por
acrilamida, fueron obtenidas. El periodo maximo de mantenimiento de la
ligadura doble debia ser de 6 horas, ya que a partir de entonces, la
acumulacién no lineal provocaria datos falsos a partir de las férmulas
descritas en la seccién Material y Métodos. El estudio preliminar no fue
prolongado mas de 24 horas, ya que a partir de las mismas el tramo distal del
nervio comienza a sufrir degeneracién walleriana (Thomas y cols., 1972), lo
cual hubiera producido unos calculos de transporte alejados de los fisiolégi-
cos. La no diferencia en la concentraciéon de AChE en los diferentes tramos
del nervio contralateral no ligado indica que su transporte es estable y
homogéneo a lo largo del nervio. Si su actividad decayera a lo largo del
tronco nervioso, indicaria una utilizacién del enzima a lo largo de la fibra que
invalidaria los cdlculos obtenidos a través de las formulas descritas.

En el estudio del transporte axopldasmico por medio del método de la
doble ligadura, los animales control exhibieron una velocidad en sentido
ortégrado de 453 + 51 mm/24 horas, similar a la encontrada en otros mami-
feros o aves (Ranish y Ochs, 1972, Brimijoin y Wiermaa, 1978, Couraud y
DiGiamberardino, 1980) por las técnicas de inyeccién de precursores en los
ganglios dorsales, autorradiografia o seccién nerviosa. La AChE es transpor-
tada en sentido retrégrado a una velocidad de 181 *+ 34 mm/24 horas, esta-
disticamente similar a la encontrada por anteriores autores. La proporcién
de enzima moévil es de un 4.26 * 1.02% en sentido ortégrado y de
un 3.79 £ 1.02% en sentido retrégrado. El resto de la actividad enzimética
encontrada es debida a la fraccién estacionaria del enzima, probablemente
localizada en el axolema. La posibillidad de que la fraccién transportada,
posiblemente el enzima a utilizar para la transmisién sinéptica en el terminal
nervioso, sea estructuralmente diferente a la fraccién estacionaria, con
diferentes coeficientes de sedimentacion, es controvertida y un estudio en el
momento presente (Couraud y DiGiamberardino, 1980).

En los animales intoxicados, la cantidad de enzima transportado en 24
horas disminuye de forma estadisticamente significativa ya a los 18 dias de
intoxicacion, manteniéndose en los mismos niveles a lo largo de la
enfermedad. Una vez retirado el toxico se produce un aumento también
significativo de enzima transportado, posiblemente por mecanismo compen-
satorio de incremento de la sintesis proteica en el cuerpo neuronal en el
proceso de regeneracion de la fibra nerviosa dafiada. Sin embargo, a pesar de
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que estadisticamente el decremento de la actividad transportada es significa-
tivo, es poco probable que la disminucidn de la sintesis proteica que la
acrilamida produce en el cuerpo neuronal sea la causa de la neuropatia. La
metilen-bisacrilamida interfiere en similar modo que la acrilamida con la
sintesis proteica en todos los tejidos y, sin embargo, no es neurotéxica. Schot-
man y cols. (1978) y Griffin y cols. (1977) demostraron una defectuosa
regeneracion nerviosa en animales intoxicados por acrilamida, con acumula-
cién del material transportado en el terminal nervioso dafiado. Estos autores
atribuyeron a una deficiente utilizacién del material transportado la causa de
la defectuosa regeneracién. La disminucidn total de material transportado
en 24 horas, demostrado en este experimento, contribuye posiblemente a esta
anormalidad en la regeneracién.

La fraccién mdvil del enzima aument6 lentamente durante el estadio
preclinico de la intoxicacién, llegando a ser un 5.72 + 2.239% del total a los 25
dias de la enfermedad y volvié a aumentar ligeramente una vez retirado el
toxico. Sin embargo, estas variaciones no son estadisticamente significantes.
La técnica de la doble ligadura, hasta ahora la inica que permite conocer la
fraccion moévil del enzima, no es suficientemente sensitiva para conocer
variaciones en la concentraciéon de la pequefia fraccién moévil menores
de 2 desviaciones estandar de la concentracion control.

La velocidad absoluta de transporte en sentido ortégrado disminuyé
significativamente (p < 0.02) un 13% en el periodo preclinico, un 18%
durante el estadio clinico y sigui6 estando disminuida un 14% 20 dias después
de cesar la administracién de acrilamida. La disminucién del transporte
axoplasmico durante el estadio preclinico, en el cual el animal no presenta
signos externos de la enfermedad, y el estudio morfolégico del nervio, indican
que s6lo una minima parte de las fibras estdn estructuralmente afectadas, lo
que es altamente sugestivo de que la acrilamida ejerce accién téxica sobre los
mecanismos axonales de transporte rdpido, y que esta accién toxica se
mantiene a lo largo de la intoxicacién y tarda al menos 20 dias en remitir una
vez retirado el téxico. Posiblemente esto ultimo debido a una lenta
eliminacidn fisiol6gica de la toxina, a una lenta reversibilizacién del defecto
metaboélico producido, o a la lenta regeneracién nerviosa de los axones
distréficos observados en este periodo post-intoxicacion.

La cantidad transportada en sentido retrégrado durante los periodos
preclinico, clinico e inmediatamente postclinico estd significativamente
disminuida. Ello es posiblemente debido a dos factores: por un lado, es
posible que la cantidad que se transporta de manera retrégrada guarde una
cierta proporcionalidad con la cantidad transportada de manera ortégrada,
relativamente independiente de su utilizacién en los terminales nerviosos, y
que dependa de la concentracién de moléculas de acetilcolinesterasa en los
terminales, que deben ser reprocesadas en el cuerpo neuronal. Por ello, si
durante la intoxicaciéon hay una menor cantidad de moléculas de AChE que
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son transportadas a la periferia, la cantidad de moléculas que vuelven al
soma neuronal es también menor. Por otra parte, el porcentaje del total de
actividad enzimdatica acumulada en 24 horas en sentido retrégrado, con
respecto al acumulado en sentido ortégrado, disminuy6é de un 47 % en el
periodo preclinico, similar a los controles, a un 38% a los 20 dias de haber
cesado la intoxicacién. Ello es quizd debido al hecho de la presencia
durante ese estadio de abundantes axones distréficos. Algunos totalmente
degenerados distalmente, y otros con ensanchamientos en las zonas parano-
dales, con acumulacién de neurofilamentos y otras organelas, que posible-
mente dificultan el transporte retrégrado de sustancias en direcciéon al soma
neuronal. Aunque en los estudios morfoldgicos simultidneos a los del
transporte, el nimero de fibras distroficas, degeneradas o ensanchadas, no es
enormemente grande, incluso durante el periodo clinico de la enfermedad,
hay que tener en consideracion que la zona estudiada corresponde al tronco
cidtico. La neuropatia producida por la acrilamida es una neuropatia distal
(dying-back neuropathy) en la cual, la zona de la fibra nerviosa que primero
se afecta es la de los preterminales nerviosos, a la que sigue la degeneracion distal
del terminal nervioso (Shacumburg y cols., 1974). Por ello es de suponer que
aunque a nivel del tronco cidtico el nimero de axones distréficos no era
extraordinariamente grande, resultaba significativo que en sus terminales
nerviosos la alteracion estructural era importante, y por ello posiblemente
contribuyente a la disminucién de la cantidad total de AChE recuperada en
el segmento distal a la ligadura mas distal en 24 horas.

La fraccion modvil del enzima transportada en sentido retrégrado
aumentd un 22% durante el periodo clinico de la enfermedad, y permaneci6
aumentada un 249% a los 30 dias de haber cesado la intoxicacién. Estas
diferencias, sin embargo, no son estadisticamente significativas (p > 0.02,
Student’s t-test), y las mismas consideraciones hechas en la discusién de los
resultados de la fraccion mdvil del enzima transportada en sentido ortogrado,
pueden tenerse en cuenta en la valoracidon de estas cifras.

La velocidad absoluta de transporte retrégrado disminuy6é un 17%
durante el periodo preclinico de la enfermedad; esta disminucién es ya esta-
disticamente significativa (p < 0.02, Student’s t-test). Durante el periodo
clinico fue de 136 = 46 mm/24 horas, esto es, un 25% inferior a los controles.
Se mantuvo en esos niveles en el grupo de animales estudiado a los 20 dias de
cesar la intoxicacion, y volvié a cifras normales a los 30 dias. Estos resultados
sugieren que la accién tdxica de la acrilamida se ejerce también sobre los
mecanismos axonales de transporte retrogrado, o alternativamente, que el
mecanismo de transporte retrogrado estad determinado metabdlicamente por
los mismos enzimas que el mecanismo de transporte ortégrado rapido, y la
acrilamida puede estar afectando uno o varios de los enzimas comunes a
ambos mecanismos. Ademas de esto, la proporcion entre la velocidad
absoluta en sentido retrogrado y la velocidad absoluta de transporte
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ortégrado rapido, que en los animales control era de un 40%, en los animales
intoxicados disminuy6 durante el periodo clinico y el inmediato postclinico a
un 35%, lo que pudiera indicar que afiadido a la accién directa de la
acrilamida sobre ambos mecanismos de transporte, haya una dificultad
intrinseca al transporte de sustancias en sentido centripeto hacia el soma
neuronal. Esta dificultad afiadida puede ser, de nuevo, la profunda anorma-
lidad estructural que sufren distalmente las fibras nerviosas. Los multiples
ensanchamientos que sufren las zonas paranodales proximales de los
preterminales nerviosos con acumulacién de neurofilamentos, cuerpos
multivesiculares y otras organelas, y la distrofia del axén distal al paranodo
ensanchado, son posiblemente causas estructurales que retardan el transporte
retrogrado de sustancias.

La razén por la que el transporte retrégrado se mantiene enlentecido 20
dias después de haber cesado la intoxicacion puede estar en el tiempo que las
partes distales de los axones necesitan para recomponerse morfolégicamente.
Esto explicaria también el que la velocidad de transporte retrégrado a los 20
dias, esté¢ asimismo disminuida en su proporcionalidad con respecto a la
velocidad de transporte ortgrado en el mismo tiempo de la neuropatia.

Figs. 12 y 13. 25 dias de intoxicacion por acrilamida. Diferentes fasciculos en el mismo
nervio cidtico de rata presentan diferentes grados de afectacion de sus fibras mielinicas X 1900.
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En suma, la acrilamida produce una alteraciéon en los sistemas de
transporte ortégrado rapido y retrégrado que ya es evidente en los dias
inmediatos a la aparicidn del cuadro clinico de la neuropatia. La alteracién se
acentua durante el estadio clinico de la enfermedad y se mantiene parcial-
mente 20 dias después de retirar el toxico. Aunque la alteracion en el sistema
retrogrado de transporte puede ser debida en parte a la distrofia distal de
las fibras, la alteracién en el sistema ortégrado rapido estd unicamente
relacionada con la accién directa de la neurotoxina sobre el transporte.

La acrilamida puede ejercer su accion bien directamente sobre el soporte
estructural del sistema de transporte, o bien sobre la energia que el sistema
requiere para su funcionamiento.

a. Posible efecto sobre el soporte estructural del sistema

La vincristina y la colchicina se unen a la tubulina de los microttibulos
impidiendo su polimerizacién. Ambas drogas producen una alteracién en el
transporte rapido (Green y cols., 1977). Rasool y Bradley (1978) encontraron
una disminucién del 75% en la capacidad de la tubulina para unirse a la
colchicina, en ratas tratadas con acrilamida. En nimero de fibras distréficas,
por ello carentes de microtubulos, era del 5%, por lo que sugirieron que la
acrilamida podria alterar las propiedades biofisicas de la tubulina sin llegar a
despolimerizarla, pero suficientes como para impedir el transporte rapido.
No ha habido otro estudio confirmatorio del anterior, sin embargo, es
cuestionado el hecho de que los microtiibulos sean estrictamente necesarios
para el transporte axopldsmico rapido (Byers, 1974) y que la accién de la
colchicina sobre el transporte rapido sea debida a la desorganizacidon de los
microtibulos. Otros componentes estructurales del sistema de transporte
axoplasmico son menos conocidos, y la posible accién de la acrilamida sobre
ellos es solamente especulativa en estos momentos.

Savolainen (1977) ha sugerido que la acrilamida, y posiblemente otras
neurotoxinas como los hexocarbonos y el bisulfuro de carbono, pueden
ejercer su accién toxica por medio de su unién a los neurofilamentos,
afectando sus propiedades y funciones naturales en el axdén, que en estos
momentos son desconocidas. El triplete proteico constituyente de los
neurofilamentos seria denaturado durante su transporte a lo largo del axén
en el sistema de transporte lento, y eventualmente al llegar a un cierto nivel
de denaturacion serian incapaces de ser transportados. Los neurofilamentos
expuestos a la toxina durante periodos de tiempo mas largos, esto es, los que
son transportados hasta la zona distal del axén, serian los primeros afectados
de este modo. Asi, las proteinas de los neurofilamentos, denaturadas,
incapaces de atravesar el nodo axonal se acumularian en el paranodo
proximal ensanchandolo y posiblemente interrumpiendo el transporte axo-
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plasmico. Con el tiempo neurofilamentos en regiones mas proximales serian
similarmente afectados y aparecerian ensanchamientos paranodales en
regiones mas proximales del ax6n. Sin embargo, hasta ahora no se ha podido
relacionar los neurofilamentos con el soporte estructural y las funciones del
sistema de transporte, por lo que el enlentecimiento de la velocidad de
transporte producido por la acrilamida, cuando no existen alin en esa porciéon
de cidtico abundantes fibras distroficas, hace suponer que la acrilamida
ejerce la accidén a otro nivel, independiente de que pueda tener un efecto
denaturalizante sobre las proteinas constituyentes de los neurofilamentos.

b. Efectos sobre el ciclo energético

La segunda posibilidad es que la acrilamida interfiera la funcién de
enzimas participantes en el ciclo de obtencién de energia requerida para el
transporte energético. El tejido nervioso utiliza peculiarmente glucosa como
fuente de ATP, y el transporte axopldsmico rapido requiere ATP obtenido a
través de glicolisis (Sabri y Ochs, 1972). Ochs y cols. (1971) produjeron «in
vitro» un bloqueo del transporte axopldsmico rapido por medio de acido
iodoacético (AIA) en nervio ciatico de gato. La disfuncién de este sistema de
transporte ocurrié de manera gradual, con su total bloqueo a las 1.5-2 horas,
atribuido a la inhibicién especifica e irreversible de la gliceroaldehido-3-fos-
fato dehidrogenasa (GAFDH), enzima clave en el proceso de glicolisis. La
adicién de piruvato a la preparaciéon de nervio bloqueado restaurd el
transporte.

Posteriormente, Sabri y Ochs (1972) demostraron que el bloqueo de la
glicolisis en nervio periférico producida por AIA reducia en un tiempo
de 1.5-2 horas los niveles de ATP y creatina fosfato a aproximadamente la
mitad de los niveles presentes en los nervios control. La correlacién entre el
tiempo en que ocurri6 el bloqueo del transporte y el tiempo en que ocurrié la
caida de los niveles del fosforo de alta energia demostré que el sistema de
transporte rapido necesita para su funcionamiento de la energia, y que ésta es
obtenida a través de la glicolisis.

La acrilamida es un potente reagente de proteinas que se combina con
los grupos sulfidrilos de la cisteina produciendo, después de hidrélisis, S-car-
bosietilcisteina (Hashimoto y Aldridge, 1970), y es posible que pueda
bloquear de esta forma diferentes enzimas celulares relacionados o no con los
ciclos de produccién de energia. La acrilamida, asi como otros neurotéxicos
como los hexocarbonos y el bisulfuro de carbono, inhibe «in vitro» la fosfo-
fructoquinasa, en forma cristalina o en homogeneizados cerebrales (Sabri y
Spencer, 1979), y la inhibicién podia ser prevenida por la previa adicién a la
preparacion de DDT, lo que sugiere que la inhibicién del enzima esta
relacionada con los grupos sulfidrilos de la fosfofructoquinasa. Una vez que
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la inhibicién se habia establecido, el DDT no restauraba la actividad
enzimatica.

La acrilamida inhibe también «in vitro» la GAFDH obtenida de
homogeneizado de cerebro y de nervio cidtico, en forma directamente
proporcional al periodo de incubacién (Sabri y Spencer, 1979), asi como la
enolasa especifica del tejido nervioso, «in vitro» e «in vivo» (Vyas y cols., 1979).
Los tres enzimas son importantes eslabones en la cadena de glicolisis. Por otro
lado, la acrilamida no ejerce efecto inhibitorio sobre la lactatodehidroge-
nasa (Sabri y Spencer, 1979) lo que refuerza la nocién de especificidad de
inhibicién de enzimas mas directamente relacionados con la obtencién de
energia en la neurona. Otro importante eslabdn en la cadena energética, la
respiraciéon mitocondrial, no es afectado por la acrilamida (Hashimoto y Al-
dridge, 1970).

Hay, pues, una suficiente informacién indirecta que sugiere que la
accion toxica de la acrilamida esté relacionada con la deplecién de ener-
gia proveniente de la glicolisis en las neuronas. El axén nervioso, con
una superficie miles de veces mayor que el cuerpo neuronal, puede ser, de esta
forma, la parte celular de la neurona mas expuesta a la accidén téxica, y su
total dependencia del soma neuronal para la obtencién de los enzimas
energéticos lo hacen mas vulnerable. Es, pues, razonable pensar que la
interferencia de la acrilamida con el transporte axoplasmico rapido y con el
retrogrado, se debe a la inhibicién por el toxico de los enzimas que este
transporte necesita para la obtencion de energia.

Es ilégico pensar que esta inhibicion enzimatica esté restringida al
sistema nervioso, y posiblemente el t6xico ejerce su accién sobre todas las
células del organismo. La especial sensitividad del tejido nervioso sobre otros
érganos a este toxico, y a otros como los hexocarbonos y el bisulfuro de
carbono, puede radicar en el hecho de que el sistema nervioso es exclusiva-
mente dependiente de glucosa como fuente de ATP, y utiliza hasta un 20%
del total del oxigeno consumido por el organismo en estado basal. La
demanda de energia del tejido nervioso, en proporcién al peso del tejido, es
mucho mayor que la de otros o6rganos (Lehninger, 1975). La extensa
superficie del ax6n y su dependiencia del soma, contribuyen a esta selectividad
en la accién toxica de la acrilamida y compuestos similares por el sistema
nervioso.
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PATOGENESIS DE LA DEGENERACION
DISTAL EN LA NEUROPATIA POR
ACRILAMIDA

Basandose en la accién inhibitoria de la acrilamida, los hexocarbonos y
el bisulfuro de carbono sobre diferentes enzimas del ciclo energético, Spencer
y cols. (1979) sugieren un mismo mecanismo patogénico para estos toxicos.
Segun su hipotesis, el bloqueo de estos enzimas en los lugares donde se
utilizan provocaria en los nodos predistales, donde su utilizacién es mayor,
un bloqueo del transporte y la acumulaciéon de material en las zonas
prenodales, y la posterior degeneracion distal.

La idea presupone que los enzimas estan protegidos del téxico durante
su transporte a lo largo del ax6n. Asimismo, el ax6n proximal no sufriria
alteraciones evidentes en el transporte hasta que la intoxicacién fuera ya cli-
nicamente evidente debido a degeneraciéon distal de la fibra.

En el presente estudio, a los 10 dias de la intoxicacion el transporte
axoplasmico rapido era normal, lo que excluye la idea de que una anomalia
en el transporte causa directamente la degeneracion axonal. Sin embargo, a
los 18 dias de la intoxicacidn, cuando las alteraciones morfologicas de las
fibras no son marcadas, el transporte axoplasmico estd enlentecido. Las
alteraciones presentes 20 dias después de terminar la intoxicacién pueden
estar debidas a las alteraciones morfolégicas de las fibras durante ese
periodo, pero también a los efectos acumulativos téxicos de la acrilamida y al
tiempo que el soma neuronal necesita para renovar enzimas previamente
bloqueados a lo largo de toda la fibra.

Basicamente el presente experimento no desmiente la hipdtesis de
Spencer y cols. (1979); sin embargo, favorece la idea de que una alteracién en
el transporte contribuye de manera importante a la degeneracién distal.
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Modificando parcialmente la hipdtesis anterior, sugiero que el téxico difunde
desde los vasos al endoneuro, y de alli se introduce en la fibra a través de los
nodos, en donde la protecciéon de la célula de Schwann es menor. Alli
compite con los enzimas del ciclo energético que estan siendo transportados
distalmente o que son requeridos en ese lugar, con lo que la transmision
nerviosa y la velocidad de transporte intraneuronal decaen. La disminucion
de la velocidad de transporte y el bloqueo de enzimas energéticos durante el
transporte acrecienta el déficit enzimatico y metabdlico de las zonas mas
distales de la fibra. Los axones de mayor calibre y longitud, con mayores
requerimientos metabdlicos y energéticos, y mayor dependencia del sistema
de transporte para la obtencion de materiales serian los primeros en degenerar
en cuanto sus demandas superaran la capacidad de sintesis y envio del soma;
y los nodos preterminales, con una mayor necesidad en enzimas energéticos,
los que presentarian los primeros cambios estructurales distréficos.

Si la intoxicacién es mantenida, los cambios distréficos avanzarian
proximalmente precedidos en los dias inmediatamente anteriores de un
mayor enlentecimiento de la velocidad del transporte, hasta alcanzar un
cierto equilibrio entre la cantidad y rapidez de envio de enzimas y otros
materiales por el soma y la cantidad de inactivacion por unidad de tiempo de
los enzimas energéticos por el toxico. En este punto el soma neuronal seria
capaz de mantener un axdén proximal corto aunque con funciones de
transmision nerviosa y transporte axoplasmico enlentecidas.

La acumulacién de neurofilamentos, transportados por el sistema de
transporte lento (Black y Lasek, 1980), en las zonas paranodales puede estar
debida a la accion denaturante sobre ellos de la acrilamida, propuesta por
Savolainen (1977) o a una accién de la acrilamida sobre el sistema de
transporte lento todavia no demostrada y que podria ser dependiente del
bloqueo de enzimas del ciclo energético, o bien a ambas posibilidades
combinadas.

La destruccion de los neurofilamentos puede estar dificultada bien por
la posible accién denaturante de la acrilamida, bien por la posible ausencia
en regiones proximales de las proteasas especificas de los neurofilamentos,
normalmente presentes sélo en los terminales nerviosos (Black y Lasek, 1980).
La alteraciéon mecénica de la acumulacion de neurofilamentos en las regiones
preterminales contribuiria a un bloqueo rapido del transporte en esas areas y
la rdpida degeneracién distal de la fibra una vez alcanzado ese total bloqueo.

Similaridad patogénica con otras neuropatias distales
Es posible pensar que otras neuropatias distales presenten anomalias del

transporte axoplasmico relacionadas con déficits de diferentes enzimas
necesarios para la obtencidon de energia. En algunas de ellas esta posibilidad
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patogénica esta cercana a ser demostrada. Asi, por ejemplo, el arsénico y los
nitrofuranos, que producen una tipica neuropatia del tipo dying-back
inactiva o compiten, respectivamente, con el pirofosfato de tiamina, cofactor
requerido para la oxidacién del piruvato. El arsénico, en forma de arsenato,
puede sustituir al fésforo como sustrato, interaccionando con la glice-
roaldehido-3-fosfato dehidrogenasa, bloqueando este paso de la glicoli-
sis (Schoental y Cavanagh, 1977).

El talium, que produce una neuropatia similar a la producida por la
deficiencia de riboflavina, puede inducir la depleccién de los coenzimas
flavinicos en la mitocondria, y el bloqueo del sistema energético (Schoental y
Cavanagh, 1977). La ataxia de Friedreich, enfermedad hereditaria del sistema
nervioso, de tipo dying-back, ha sido también asociada con un defecto en el
metabolismo del piruvato (Blass, 1979).

En otros casos, enfermedades sistémicas pueden producir la aparicién en
sangre de metabolitos neurotdxicos. Asi, por ejemplo, pacientes diabéticos
tratados con insulina eliminan por orina etil-n-butil-cetona (Zlatkis y
cosl., 1973). En animales este compuesto se transforma en la 2,5-heptano-
diona por medio de la oxidacién del carbono subterminal. La 2,5-heptano-
diona puede producir una neuropatia distal similar a la producida por
la 2,5-hexanodiona y la acrilamida (Spencer y cols., 1979). Similares
neurotoxicos endégenos pueden estar presentes en las neuropatias de la vejez
y en las neuropatias urémicas.

La identificacién de alteraciones especificas del transporte axoplasmico
y de enzimas especificos relacionados con los ciclos de obtencién de la
energia puede permitir en el futuro el tratamiento de estas neuropatias por
medio de la administracién de los enzimas o substratos especificamente
deficientes.
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