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SINTESIS

La aparicion subita en Cuba de una epidemia de neuropatia 6ptica en 1992,
desencadend una serie de investigaciones dirigidas a esclarecer las causas
subyacentes. El presente trabajo investigd Ila participacion del balance
de aminoacidos sistémicos y en el sistema nervioso, la permeabilidad de
la barrera hematoencefalica (BHE) y la neurotoxicidad del metanol en la
fisiopatologia de la neuropatia Optica epidémica (NOE). Se llevaron a
cabo estudios en pacientes con NOE y en un modelo experimental de
toxicidad cronica por metanol en ratas Sprague Dawley a las cuales se les produjo un
incremento de formato (metabolito toxico del metanol) por la administracion de
metotrexate. Se evalud el estado funcional de la BHE en pacientes con NOE por
electroforesis de proteinas del LCR y por el célculo de la relacién albumina
LCR/albumina suero. La concentracion de formato en sangre se determind por un
método fluorimétrico y las de aminoacidos en fluidos biolégicos de pacientes y en tejido
nervioso de animales de experimentaciéon, por HPLC con detecciéon fluorescente. Se
demostré la presencia de dafio de la BHE relacionado con la mayor severidad
neurolégica, en aproximadamente la cuarta parte de los pacientes. Los estudios de
aminoacidos séricos revelaron disminucion de taurina (asociada con una mayor
severidad oftalmoldgica), treonina y aspartato, con un buen grado de conservacion de
los niveles de aminoacidos esenciales tanto en los controles como en los pacientes. En
el LCR de los pacientes se observd un incremento de aminoacidos excitatorios
(aspartato y glutamato), mientras que en el nervio oOptico de los animales con
hiperformatemia por la administracién crénica de metanol, se detectdé incremento de
aspartato. En humanos se concluyé que no existia una situacién carencial de base en
los sujetos no afectados, ni en los pacientes con NOE, en lo que se refiere al contenido
de aminoacidos esenciales; aunque si se puso de manifiesto una disminucién selectiva
de taurina que pudiera haber participado en la fisiopatologia de la forma oéptica de la
enfermedad. Las investigaciones en humanos y en animales de experimentacion,
evidenciaron la existencia de un desbalance de aminoacidos que favorece la
excitotoxicidad, un incremento de la permeabilidad de la BHE y una asociacion del
téxico mitocondrial, formato, con la presencia de excitotoxicidad. Estos procesos
pueden favorecer el estado de estrés oxidativo ya reportado anteriormente en la NOE y
alterar la homeostasis del sistema nervioso, habiendo contribuido asi al desarrollo de la

enfermedad.



I. INTRODUCCION

La investigacion de los mecanismos moleculares que participan en la
fisiopatologia de las enfermedades neurolégicas continua siendo un campo de
gran interés para la neurobiologia moderna. A nadie puede escapar que la
profundizacion en el conocimiento de muchas enfermedades del sistema
nervioso, impulsado por los resultados del Proyecto Genoma Humano (Eaton,
2003), han localizado las lesiones a nivel molecular y han influido de una manera
impresionante en el aporte de nuevas posibilidades terapéuticas. En este
panorama, la neuroquimica ha alcanzado un desarrollo muy destacado durante la
ultima década, indisolublemente relacionada con otras disciplinas como la
inmunologia, farmacologia, biologia molecular y genética, sin que puedan

definirse fronteras.

La aparicién subita en Cuba de una epidemia de neuropatia 6ptica en 1992,
calificada como la epidemia neurolégica mas grande del siglo (Roman, 1994),
desencadend una serie de investigaciones dirigidas a esclarecer las causas
subyacentes. Las epidemias de mieloneuropatias tropicales han sido reportadas
desde el siglo antepasado. Sin embargo, a pesar de que existen elementos que
las asocian con factores toxicos y nutricionales, la comprobacién bioquimica de
alteraciones especificas en estas entidades ha sido controvertida (Roman y col,
1998). Desde un inicio se sospechd que la neuropatia epidémica (NE) pudiera
estar relacionada con algun grado de déficit nutricional, y se postulé que la
etiologia mas probable pudiera ser una lesibn metabdlica por disfunciéon
mitocondrial que afectara selectivamente vias neuronales que requieren un alto
consumo de energia (Roman, 1994). La NE en Cuba y sobre todo su forma
optica, se clasific6 como una neuropatia toxico-nutricional tropical de etiologia
multifactorial, con signos Opticos y/o periféricos (Pérez Cristia y Fleites Mestre,
1995; Borrajero y col, 1994). Para explicar el desencadenamiento de la
enfermedad se ha propuesto la intervencion de diferentes factores: toxicos,
nutricionales, genéticos y virales (CDC, 1994; CNFIT, 1995 ).



Las asociaciones epidemioldgicas situaron entre los factores de riesgo mas
sobresalientes al tabaquismo, la ingestiéon de bebidas alcohdlicas, la pérdida de
peso, el ejercicio fisico y la falta de alguna de las comidas del dia (CDC, 1994;
CNFIT, 1995; Bonet y col, 2000). Se reporté deficiencia de tiamina en la poblacion
(Macias Matos y col, 1996), déficit de sustancias antioxidantes (CNFIT, 1995;
Barnouin y col, 2001; Arnaud y col, 2001a), de folatos (Eells y col, 2000b) y la
presencia de un virus en el LCR (Mas y col, 1997). El descenso dramatico de la
incidencia de pacientes con el tratamiento multivitaminico preventivo a la
poblacién en mayo de 1993, y la mejoria significativa de los pacientes tratados
con vitaminas del complejo B, reforzé la creencia de una fuerte contribucion del
componente nutricional en la fisiopatologia de la enfermedad (Llanos, 1993;
Macias-Matos y col, 1996). Sin embargo, un estudio realizado dos afos después
del pico de incidencia de la epidemia, revel6 que se mantenia un bajo consumo de
energia y un estatus de déficit de vitaminas del complejo B en la poblacion, sin
que esto se correspondiera con una alta incidencia de casos de neuropatia
(Arnaud y col, 2001b). Estos resultados y la disociacion entre la evolucién clinica
de los pacientes y el estado nutricional vitaminico reportado por Rodriguez-Ojea y
col (1998) apoyan la participacion de otros factores no nutricionales en la
etiopatogenia de la enfermedad.

Desde los comienzos de la epidemia se sugirid que el estrés oxidativo, dado por
un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas del oxigeno y el sistema
de defensas antioxidantes, se encontraba en la base del proceso patologico
(Pérez-Cristia y Fleites-Mestre, 1995; Pérez-Cristia, 1998). Las Investigaciones
realizadas por cientificos cubanos y extranjeros han llevado a plantear que los
factores anteriormente mencionados (toxicos, nutricionales, genéticos y virales) se
conjugaron para afectar el funcionamiento del sistema nervioso a través de la
producciéon de un estado energético deficitario, con reduccion de las defensas
antioxidantes e incremento de las especies reactivas del oxigeno (EROs) (Pérez
Cristia y Fleites Mestre, 1995; Sadun, 1998). Estrés oxidativo y disfuncion

mitocondrial son dos procesos estrechamente interrelacionados, que finalmente



pueden conducir a una muerte celular selectiva (Simonian y Coyle, 1996;
Cassarino y Bennett, 1999).

Sadun (1998) elaboré una hipétesis muy relacionada con la anterior, en la cual
postula que las alteraciones observadas en esta enfermedad responden a una
disfuncion mitocondrial de origen téxico-nutricional, que interrumpe la
fosforilacién oxidativa, produciendo un déficit cronico de ATP. Las caracteristicas
clinicas de la forma optica de la NE son muy similares a lo que se ha descrito en
otras neuropatias Opticas asociadas a disfuncion mitocondrial: genéticas
(enfermedad de Leber), téxicas (cianuros, metanol, mondxido de carbono,
etambutol, cloranfenicol), nutricionales (déficit de cobalamina, tiamina, riboflavina
y acido fdélico) vy téxico-nutricionales (ambliopia tabaco-alcohdlica,
neuromielopatias tropicales) (Carelli y col, 2002). Entre los factores de riesgo
relacionados con la NE se incluy6 también la exposicion a toxinas mitocondriales
conocidas: metanol (Sadun y col, 1994; Eells y col, 2000b) y cianuro (Roman,
1994; CNFIT, 1995), en el marco de una deficiencia nutricional generalizada
(Tucker y Hedges, 1993; CNFIT, 1995). Una investigacion llevada a cabo por el
Instituto de Neurologia y Neurocirugia con la Universidad de Wisconsin en
EEUU (Eells y col, 2000b), puso de manifiesto un incremento de los niveles de
formato (metabolito téxico del metanol) y deficiencia de folatos en pacientes con
NOE, y nos llevdé a inferir que deficiencias nutricionales que conllevan a
disminucion de folatos y la ingestion de pequefias cantidades de metanol en las
bebidas alcohdlicas o de otras fuentes naturales, pudieran haber contribuido a la
producciéon de estados energéticos deficitarios que facilitarian la afectacion del
nervio optico y podrian haber contribuido a la aparicion de neuropatia optica en
algunos pacientes. No obstante, los efectos crénicos de dosis subtoxicas de
metanol sobre el sistema nervioso y especialmente sobre las vias visuales son
escasos Yy sus resultados muy controvertidos. Por lo tanto, resultaba de interés
comprobar si la administracion de metanol en bajas dosis era capaz de producir
alteraciones bioquimicas en el tejido nervioso de animales de experimentacion, lo
cual pudiera aportar elementos para la comprension de los mecanismos

etiopatogénicos de la enfermedad en humanos.



Los aminoacidos juegan un papel muy importante en el funcionamiento del
sistema nervioso, no solamente como unidades basicas para la sintesis de
proteinas, sino también por sus propiedades neuroactivas (neurotransmisores,
precursores de neurotransmisores, neuromoduladores), y otras
(osmorreguladores,  destoxificantes, antioxidantes). Los antecedentes
epidemioldgicos indicaban que en la NE habia una ingestion de aminoacidos
esenciales por debajo del 70% de las cantidades recomendadas (Porrata y col,
1995). Por la semejanza de la NOE con la ambliopia tabaco-alcohdlica, existia la
sospecha de que la composicion de aminoacidos esenciales y sobre todo de los
azufrados (metionina y cisteina), pudiera estar afectada en esta entidad como
consecuencia de deficiencias alimentarias (CNFIT, 1995; Sadun y col, 1994), ya
que estos aminoacidos participan, conjuntamente con algunas vitaminas, en los
procesos naturales de destoxificacion del organismo y especialmente en la
destoxificacién del cianuro (Dang, 1981). Por otro lado, la taurina resultaba de
particular interés dado su reconocido efecto sobre el desarrollo, la regeneracién
y la nutricion del sistema nervioso y especialmente de la retina y nervio 6ptico
(Lima et al, 1992; 1999; Lombardini, 1992), ademas de poseer propiedades
antioxidantes (Koyama y col, 1992).

El desbalance de aquellos aminoacidos con funciéon neuroactiva (excitatorios e
inhibitorios), es un campo de investigacion obligado, pero hasta el momento no
explorado en la NE. Se ha demostrado que la accion deletérea de los
aminodacidos excitatorios cuando alcanzan concentraciones excesivas en el
tejido nervioso (excitotoxicidad) se encuentra en la base de los mecanismos que
conducen a la muerte neuronal en algunas enfermedades neurodegenerativas
(Spreux-Varoquax y col, 2002; Tzschentke, 2002). Existe un hilo conductor
comun entre excitotoxicidad y dafio oxidativo, ya que ambos procesos son
secundarios a defectos en el metabolismo energético (Dawson y col, 1995). De
hecho, se ha demostrado que la tiamina protege a las neuronas de la retina
contra la excitotoxicidad por glutamato (Kaneda y col, 1997).

Por otro lado, existen evidencias de que el estrés oxidativo, la excitotoxicidad y

el déficit de tiamina provocan ruptura de la barrera hematoencefalica (BHE)



(Cardelli y col, 2002; Noseworthy y Bray, 1998) y por esa via también afectan la
homeostasis del tejido nervioso, exponiéndolo a cambios en la composicion de
metabolitos y toxinas procedentes de la sangre. En estudios preliminares
realizados en nuestro laboratorio (Gonzalez-Quevedo y col, 1993) se constaté
que en aproximadamente la cuarta parte de los pacientes con la forma oOptica de
la NE habia un incremento de la permeabilidad de la BHE.

La investigacion de la etiologia y fisiopatologia de la NE resulta tan amplia y
compleja, que no es posible abarcar en un trabajo todas las posibilidades y mucho
menos dilucidar las bases moleculares de la enfermedad. Sin embargo, teniendo
en cuenta los argumentos previamente expuestos, queda en evidencia que en la
fisiopatologia de la NE pueden intervenir procesos aun no investigados
(excitotoxicidad, permeabilidad de la BHE, neurotoxicidad del metanol), que al
alterar la homeostasis del sistema nervioso, pueden conducir finalmente a la
muerte celular.

En el presente trabajo se realizé una evaluacién de la fisiopatologia de la forma
optica de la NE (NOE), a través de la exploracion de varias variables
neuroquimicas, que consideramos puede brindar un cuadro mas completo del
proceso fisiopatoldgico que interviene en el desarrollo de esta enfermedad y
sentar las bases para sugerir nuevas estrategias en la terapéutica y prevencion no
solamente de la NOE, sino también de un amplio espectro de neuropatias épticas.
De acuerdo a los antecedentes anteriormente mencionados y a los resultados
encontrados en nuestras investigaciones, desarrollamos el presente trabajo de

tesis bajo el titulo: Evaluacién Neuroquimica de la Neuropatia Optica Epidémica.

Hipétesis del trabajo de tesis:

Sobre la base de los criterios experimentales y antecedentes planteados
anteriormente, nos hemos propuesto la siguiente hipétesis de trabajo:

El desbalance aminoacidico facilita la pérdida de la homeostasis en el sistema
nervioso, desencadenando procesos de estrés oxidativo, toxicidad,
excitotoxicidad y el concomitante dafio de la barrera hematoencefalica, todo lo

cual contribuye a la fisiopatologia de la neuropatia optica epidémica.



Para evaluar nuestra hipétesis de trabajo nos hemos propuesto los siguientes

objetivos:

Objetivo general:
Demostrar la existencia de una pérdida de la homeostasis del sistema nervioso
en la neuropatia Optica epidémica por desbalances de los aminoacidos y

disfuncién de la barrera hematoencefalica.

Objetivos especificos:

1. Determinar el estado funcional de la barrera hematoencefalica en pacientes
con NOE.

2. Determinar el perfil de aminoacidos en suero y liquido cefalorraquideo de
pacientes con NOE.

3. Determinar el efecto de la exposicidn crénica a niveles subtoxicos de formato
sobre el contenido de aminoacidos en retina, nervio optico, hipocampo y
corteza posterior en ratas tratadas con metanol.

4. Determinar el efecto de la suplementacion de taurina o de su deficiencia
sobre las variables bioquimicas estudiadas en los animales tratados

cronicamente con metanol.



. REVISION BIBLIOGRAFICA:

2.1 La epidemia de neuropatia en Cuba.

Los sindromes neuromielopaticos tropicales han sido descritos desde finales
del siglo XIX. A estos reportes no se les prestd mucha atencién hasta que
durante la Il Guerra Mundial los neurdlogos se percataron de las relaciones entre
clima, medio ambiente, nutricion y la ocurrencia epidémica de mieloneuropatias.
Los mecanismos involucrados en la aparicion de estas epidemias sugieren una
causa multifactorial, pero en casi todas ellas prevalecen los factores
nutricionales y toxicos (tabaco, alcohol, cianuro, drogas y medicamentos)
(Roman, 1998).

Se han descrito mieloneuropatias ataxicas tropicales de origen nutricional,
caracterizadas por neuropatia dolorosa, dermatitis urogenital y ambliopia en
muchos paises de esta region: Africa Oriental, Guinea Britanica, Jamaica, Islas
Seychelles, Somalia, Egipto, Liberia, Nigeria, Kenya y otros (Osuntokun y
Osuntokun, 1971; Roman, 1998; Oluwole y col, 2000). Recientemente en
Tanzania, Plant y col (1997) describieron una epidemia de neuropatia optica,
con caracteristicas  similares al Strachan (Santiesteban, 1997),
fundamentalmente en la poblacién joven, cuya etiologia, aunque hipotéticamente
relacionada con el déficit de algun micronutriente, no se ha podido establecer.

En 1898, Domingo L. Madan, un prestigioso médico matancero, report6 en la
Croénica Médico Quirurgica de La Habana, la aparicion en 4 meses, de mas de
80 casos de ambliopia, coincidiendo con el bloqueo de la isla por la Marina de
los EE.UU. y la reconcentracion de Weyler. En la Cuba post colonial no se
volvieron a repetir reportes de epidemias mieloneuropaticas hasta el comienzo
de la década de los 90, en que se repitieron circunstancias historicas similares a
las que se presentaron hace cien afos: crisis econdmica, recrudecimiento del
bloqgueo de EE.UU. y neuropatia epidémica. La descripcion clinica de la
neuropatia epidémica que se desarrollé en Cuba a principios de la década de los
noventas y su base causal son muy similares a las descritas por Madan vy

Strachan a finales del siglo XIX. Una extensa revision, comparando la epidemia



de neuropatia en Cuba con otras epidemias y enfermedades similares en el
mundo se presenta en el libro de Santiesteban (1997).

Al finalizar 1991 aparecieron un numero inusual de pacientes con neuropatia
optica bilateral en la provincia de Pinar del Rio (Llanos, 1993). Estos casos eran
fundamentalmente adultos del sexo masculino, con antecedentes de tabaquismo
y alcoholismo en su mayoria, que procedian generalmente de areas tabacaleras
y acudian a la consulta de oftalmologia por déficit visual bilateral, dificultad en la
vision de colores y fotofobia de instalacion subaguda (Ramirez y col, 1995). Las
principales caracteristicas clinicas eran disminucion de la agudeza visual,
escotoma central o cecocentral, alteracion de la vision a color y ausencia del haz
papilomacular (Sadun, 1994). Posteriormente comenzaron a aparecer formas
periféricas y mixtas, presentandose con combinaciones de neuropatias periféricas
sensitivas y disautonomicas, y en algunos casos mielopatia sensorial, paraparesia
espastica o sordera sensorial. En ambas formas clinicas - éptica y periférica - fue
comun la presencia de fatiga y pérdida de peso (Roman, 1994). La enfermedad
comenzo a extenderse, alcanzando proporciones epidémicas y para mediados de
1993 se llegaron a reportar 50 862 casos en toda la isla, para una incidencia
acumulativa de 461.4 por 100 000 habitantes (CDC, 1994). Todo este proceso
denominado neuropatia epidémica (NE) se caracterizd por una susceptibilidad
para los dos sexos, con un predominio masculino para la forma optica y femenino
para la periférica, un marcado riesgo para los individuos entre 25 y 64 afos de
edad y por una distribucién geografica heterogénea (Ramirez y col, 1995). Las
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de esta enfermedad fueron ampliamente
revisadas por Batista y Serrano (1997).

No se presentaron muertes atribuibles a la enfermedad y la mayoria de los
pacientes respondian favorablemente al tratamiento con altas dosis de vitaminas
del complejo B (B4, B, Bs, B12), suplementos orales del Vit A 'y E, acido félico y
una dieta rica en proteinas por un periodo de 10 dias (Roman, 1994). La
intervencion de la poblacion en mayo de 1993, con el suministro profilactico de
complejo vitaminico B, frendé dramaticamente la incidencia de la enfermedad

(Llanos, 1993). A pesar de que la recuperacién de la mayoria de los pacientes



era casi total, quedaron un numero importante de pacientes con secuelas
Opticas moderadas y severas, muy limitantes para el desarrollo de una vida
laboral y social normal. Después de 1994, la incidencia se ha mantenido en
niveles endémicos, pero con una tendencia al descenso y con algunos brotes a
nivel local (Santiesteban, 1997; Bonet y col, 2000).

Factores etiologicos involucrados en la neuropatia epidémica:

Dada la frecuencia con que se asociaba la enfermedad en los comienzos de
la epidemia con el habito de fumar y la ingestion de bebidas alcohdlicas, se
pensdé en la presencia de una ambliopia tabaco-alcohdlica (CDC, 1994;
Santiesteban y col, 1997). Posteriormente se interpreté que esto sucedié como
consecuencia de que los primeros individuos afectados fueron aquellos con
mayores factores de riesgo y el desarrollo posterior de la enfermedad, con la
aparicion de formas puramente periféricas hizo pensar en otros factores
etiolégicos (CDC, 1994; Sadun y col, 1994).

Los resultados de los estudios clinicos, epidemiolégicos (CNFIT, 1995;
Mas-Bermejo y col, 1995; Gay y col, 1995) y morfolégicos (Borrajero y col,
1994), los buenos resultados obtenidos con la terapia vitaminica en los
pacientes y con la suplementacion vitaminica en la poblaciéon y la critica
situacion econdmica del pais que llevaron a marcadas escaceses de alimentos
(Tucker y Hedges, 1993; CNFIT, 1995), apuntaban predominantemente hacia un
origen téxico-nutricional.

La investigacion llevada a cabo por The Cuba Neuropathy Field
Investigation Team (CNFIT, 1995) encontr6 una fuerte asociacion entre el
consumo de tabaco y la presentacién de la NOE, con una relaciéon evidente
dosis-respuesta. Ademas, reportaron un riesgo menor de NOE en individuos con
mayor consumo de nutrientes relacionados con productos animales (proteinas,
grasas y metionina) y vitaminas del complejo B (fundamentalmente Biy,
riboflavina, niacina y piridoxina). Otros autores también encontraron asociacion
entre tabaquismo, ingestion de bebidas alcohdlicas y NE (Porrata y col, 1995;
Pérez y col, 1998; Bonet y col, 2000). Ademas, Bonet y col (2000) sefialaron

otro factor de riesgo: el incremento de la actividad fisica con la reduccion del per
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capita calorico, pero concluyeron que aunque estos 3 factores tenian un peso en
los determinantes de la enfermedad, otros factores no definidos por ellos,
pudieran explicar mejor la ocurrencia de los casos.

Porrata y col (1995) reportaron una ingestion marcadamente inferior de
energia, proteinas totales y de origen animal, grasas y micronutrientes en los
pacientes, estando la ingestion de todos los aminoacidos esenciales por debajo
del 70% de las cantidades recomendadas. Gay y col (1995) plantearon la
existencia de factores dietéticos de riesgo (baja ingestion de pan y arroz, no
consumo de leche) y factores dietéticos de proteccion (mayor consumo de
frijoles, viandas, aceite, productos carnicos con soya).

Hay algunos estudios bioquimicos que sustentan la participacién de los
factores nutricionales en la epidemia. Macias-Matos y col (1996) demostraron
una disminucién de tiamina en la poblacién general durante la epidemia. Aunque
la deficiencia de tiamina no era mayor en pacientes que en controles, si fue mas
frecuente en poblaciones donde la incidencia de la enfermedad era mas elevada
(67.6% de la poblacién de Pinar del Rio estudiada tenia algun déficit de tiamina,
mientras que en Ciudad de la Habana so6lo se detectdé en el 37.4%).
Posteriormente Rodriguez-Ojea y col (1998) estudiaron pacientes con NE y
encontraron un incremento del porcentaje de individuos deficientes y marginales
en tiamina y niacina al afo de tratamiento, sin aparente relacion con la evolucion
clinica de la enfermedad. También se detecto deficiencia de folatos en mas del
50% de pacientes con NOE y acumulacion de formato (metabolito toxico del
metanol) en el 25% (Eells y col, 2000b).

El estado de los sistemas antioxidantes ha sido abordado por diferentes
autores. En la investigacion de casos y controles llevada a cabo por The Cuba
Neuropathy Field Investigation (CNFTI, 1995) se reportaron niveles mas bajos
de carotenoides séricos, especialmente licopenos en pacientes con NOE. Dado
que el tabaquismo ha sido evidentemente un factor influyente en el proceso, se
realizaron estudios en una poblacion de hombres fumadores y no fumadores en
Ciudad de la Habana y se encontrd disminucion de o y [-carotenos, -

criptoxantina, carotenoides totales, riboflavina, actividad de glutation reductasa y
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butirilcolinesterasa e incremento de cobre y tiocianatos en hombres fumadores
(Barnouin y col, 2000). Una investigacion llevada a cabo en una poblacion de
hombres de mediana edad del municipio La Lisa, demostré valores bajos de
ingestion y de concentracion sanguinea de carotenoides, vitamina E y Zn, por lo
que concluyeron que esta poblacién representaba un grupo de riesgo para la NE
(Arnaud y col, 2001a).

Se realizaron estudios bioquimicos para investigar la afectacion de la
funcion mitocondrial. Rodriguez-Hernandez y col, 2001 no detectaron defectos
de la actividad de enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial en musculo
esquelético de pacientes con NE, sin embargo si encontraron actividades
elevadas de la la citocromo oxidasa, succinato deshidrogenasa y citrato sintasa,
que sugerian la presencia de proliferacion mitocondrial. Estos hallazgos, unidos
al incremento de NADP” los llevo a plantear la existencia de alteraciones de la
funcién mitocondrial en la NE.

La hipdtesis téxica fue extensamente investigada, dados los informes de
intoxicaciones masivas que aparecen en la literatura (Roman, 1994), sobre todo
el caso de la intoxicacién por clioquinol en Japén que afecté a mas de 10 000
personas (Egashira y Matsuyama, 1982), dando el cuadro conocido por SMON
(mieloneuropatia o6ptica subaguda). Desde los primeros momentos se
investigaron las posibles toxinas en productos alimenticios, vegetales, frutas y
bebidas alcohdlicas y no se encontré6 presencia de metanol, pesticidas,
arseénico, ni otros metales pesados. Se investigd ademas la toxicidad de varias
plantas, en particular de la “cafa santa” (Cymbopogon citratus), cuyo uso se
habia extendido, el contenido mineral de los suelos y tres productos en
particular: ésteres organofosforados, tricloroetileno y cianuro, pero tampoco se
obtuvieron resultados positivos (Roman, 1994).

Sadun y col (1994) senalaron la presencia de aproximadamente un 1% de
metanol en muestras de ron de produccion artesanal tomadas en la provincia de
Pinar del Rio. Es bien conocido que el metanol, a través de su metabolito el acido
férmico, es un toxico mitocondrial, sobre todo en condiciones de deficiencia de

folatos (Makar y Tephly, 1977). En una investigacion llevada a cabo con la
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Universidad de Wisconsin en EE.UU. se comprobd la presencia de un marcado
déficit de folatos en mas del 50% de los pacientes con NOE e incremento de
formato (metabolito toxico del metanol) en el 25% (Eells y col, 2000b). Con estos
resultados se sugirid que deficiencias nutricionales que conlleven a disminucién
de folatos y la ingestion de pequefas cantidades de metanol en las bebidas
alcohdlicas pudieran contribuir a la produccion de estados energéticos deficitarios
que facilitarian la afectacion del nervio éptico y pudieran contribuir a la aparicion
de NOE en algunos pacientes. Estos elementos nos llevaron a plantear un disefio
experimental para comprobar si en una situacion de deficiencia de folatos y
elevacion ligera y prolongada de formato (sin llegar a los niveles observados en la
intoxicacion aguda) se podian producir alteraciones bioquimicas en diferentes
regiones del sistema nervioso.

Aunque las investigaciones clinicas y epidemiolégicas no favorecian la
presencia de un agente infeccioso en la etiologia de la NE, han sido muy
discutidos los hallazgos relativos a la deteccion de un virus en el LCR de
pacientes con NE (Mas y col, 1997; Rodriguez y col, 1998; De la Fuente y col,
1999). Del LCR de pacientes se aislaron agentes virales que mostraron 2 tipos de
efecto citopatogénico (ECP): uno tipico de enterovirus en un numero reducido de
casos, que correspondieron con Coxackie A9 (CA9) y otro de efecto mas ligero
(ECP-L) en la mayoria de los pacientes, que estaban relacionados
antigénicamente con los virus CA9 y Coxackie B4 (Mas Lago, 1998). Pudo
demostrarse la deteccion de anticuerpos que reconocen al virus CA9 en poblacion
sana, lo que indicaba su circulacion (Mas Lago, 1998).

Teniendo en cuenta los resultados de las investigaciones epidemiologicas,
toxicologicas, nutricionales, histopatologicas y virolégicas se propuso una
hipétesis que trata de integrar la influencia de todos estos factores para el
desencadenamiento de la NE. Esta hipotesis, desarrollada por Mas Lago (1998) y
Lago y col (2001), plantea que las infecciones primarias por enterovirus, ocurridas
fundamentalmente en los primeros anos de vida, afectan con frecuencia el
sistema nervioso central, pudiendo dejar genomas o partes de éstos de forma

latente en las células del sistema nervioso. Transcurrido un periodo de tiempo
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dichos genomas pueden perder el estado de latencia debido a factores de
naturaleza toxica y/o deficitarios, haciendo que éstos se expresen. La expresion y
replicacion de estos acidos nucleicos pueden producir particulas virales
completas o incompletas, portadores de epitopes comunes con estructuras del
sistema nervioso y con potencialidad para mediar un proceso de autoinmunidad.
Las particulas incompletas pueden producir una infeccidn persistente con la
perpetuacion del estimulo antigénico o producir dafo por si solas. Una
interpretacion muy cercana a esta fue desarrollada por Beck (2000), quien planted
que el estado nutricional del huésped puede tener una profunda influencia sobre
el virus, de manera que un virus normalmente no virulento se puede hacer
virulento como consecuencia de cambios en su genoma al replicarse en un
huésped nutricionalmente deficiente.

El factor genético también fue investigado, dada la semejanza de los
elementos clinicos de la enfermedad con la Neuropatia Optica Hereditaria de
Leber (LHON), buscando una predisposicion genética que involucrara
mutaciones del ADN mitocondrial (Hirano y col, 1994; John’s y col, 1994), pero
esto no fue confirmado posteriormente por otros autores (Newman y col, 1994;
Rodriguez-Hernandez y col, 2001). Se ha llegado al consenso de que las tres
mutaciones de ADNmt en las posiciones nucleotidicas 11778/ND4, 3460/ND1 y
14484/ND6 son las que se encuentran en la mayoria de los casos de LHON en
el mundo y todas afectan subunidades mitocondriales del complejo |,
NADH:ubiquinona (Q) reductasa (Carelli y col, 2002). Santiesteban y col (1999)
reportaron un incremento del diagnéstico de LHON durante el periodo de la
epidemia, hicieron una comparaciéon de las diferencias y semejanzas clinicas
entre ambas entidades y concluyeron que muchos pacientes con LHON que
debutaron durante la epidemia fueron erroneamente diagnosticados como NOE.

Debido a la semejanza clinica de la NOE con el LHON, Sadun (1998, 2002)
postuld6 que estas dos enfermedades pudieran confluir en un mecanismo
fisiopatolégico comun conducente a una alteracion de la funcién mitocondrial, con
la consiguiente reduccion de la fosforilacion oxidativa que da al traste con la

produccion de ATP. El LHON representaria una forma genética de insuficiencia
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mitocondrial, mientras que la NOE pudiera representar una forma adquirida. Otras
formas de neuropatias Opticas adquiridas se traducen en una disfuncion
mitocondrial (Carelli y col, 2002). Se ha reportado que la deficiencia severa de
acido folico es suficiente para producir una neuropatia Optica bilateral muy
semejante y se ha postulado que sea debido a una disfunciéon mitocondrial por
acumulacion de formato (Golnik y Schaible, 1994). La ambliopia tabaco-alcohdlica
(ATA) produce una pérdida visual con caracteristicas muy similares a las
enfermedades anteriormente mencionadas. En esta entidad, se sefiala que la
ingestion reducida de vitamina B12, asociada con la ingestién de etanol y el
cianuro del tabaco, complican el cuadro nutricional y la fosforilacion oxidativa,
dando lugar a una deficiencia crénica de ATP (Walsh y Hoyt, 1982; Roman,
1994).

Basandose en el hecho de
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para explicar cémo y por qué Fig 1: Circulo vicioso por déficit mitocondrial

en el contexto de una insuficiencia mitocondrial podria producirse un dano
neurologico selectivo. El tejido nervioso posee poca capacidad glicolitica y
depende casi exclusivamente de la fosforilacion oxidativa para la obtencion de
energia. Esto, unido a la alta demanda bioenergética, o hacen particularmente
vulnerable a la disfuncion mitocondrial (Wallace y col, 1997). La insuficiencia
mitocondrial puede lesionar a cualquier célula del organismo; sin embargo todas
las mitocondrias de las neuronas se forman en el soma y deben ser

transportadas a los nédulos de Ranvier y a la terminacion sinaptica por
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transporte axoplasmico. Teniendo en cuenta que la lesion mitocondrial cronica
conlleva una insuficiencia de ATP y que el transporte axoplasmico de las
mitocondrias es un proceso altamente dependiente de ATP (Siegel y col, 1999),
llega a producirse un circulo vicioso (Fig 1): disfuncién mitocondrial — reduccion
de ATP - afectacion del transporte axoplasmico de mitocondrias - mas
reduccion de ATP, que finalmente provoca una claudicaciéon mitocondrial, con la
consiguiente muerte neuronal. Sadun (1998, 2002) plantea que las fibras mas
afectadas por este proceso incluirian aquellas con demandas energéticas mas
elevadas: las de disparo mas frecuente, las mas finas, los sistemas de
transporte mas largos, y aquellas con poca mielina o sin mielina, que son por lo
tanto metabdlicamente mas ineficientes. Las fibras nerviosas que reunen estas
caracteristicas son las fibras del haz papilomacular del nervio Optico, asi como
los nervios periféricos largos y sensitivos, que son precisamente las fibras mas

afectadas en la NE.

2.2 Intoxicacién por metanol.

El metanol es una neurotoxina cuya ingestion tiene consecuencias muy
graves para el humano (McKellar y col, 1997, Meyer y col, 2000, Barceloux y col
2002). La susceptibilidad incrementada a la intoxicacion por metanol del sistema
nervioso central y especificamente del sistema visual es muy bien conocida
(Wallace y col, 1997; Sadun, 1998). Las caracteristicas clinicas de la intoxicacién
aguda por metanol han sido minuciosamente detalladas e incluyen acidemia
férmica, acidosis metabdlica, toxicidad visual, coma y en casos extremos hasta la
muerte (Ingemansson, 1984). Las estructuras mas sensibles a los efectos tdxicos
del metanol son el nervio 6ptico y los ganglios basales. La lesion fundamental
ocurre a nivel del nervio optico retrolaminar, con hinchamiento intra-axonal y
destruccion de organelos (Ingemansson, 1984; Albin, 2000; Feany y col, 2001).
En casos de intoxicacion severa, se puede presentar ademas necrosis del
putamen y de la sustancia blanca subcortical, que pueden ser hemorragicas, asi
como lesiones hiperintensas en el nucleo caudado, hipotalamo, putamen y

sustancia blanca subcortical (Albin, 2000; Feany y col, 2001).
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Existe muy poca informacién disponible acerca de la toxicidad por exposicion
cronica al metanol, aunque se ha planteado que la sintomatologia es
cualitativamente similar, pero menos severa que la inducida por la exposicion
aguda (Kayet y Nauss, 1990): cefalea, mareos, nauseas y vision borrosa.
También se han reportado casos de polineuropatia axonal (Hageman y col, 1999)
y recientemente se reporté el desarrollo de parkinsonismo en un individuo joven
después de una exposicion prolongada a vapores de metanol en el laboratorio
(Finkelstein y Vardi, 2002).

Hay que tener en cuenta que fisioldgicamente existe una cantidad de
metanol en la sangre (1-2 mg/l) que deriva de la dieta, de procesos metabdlicos
naturales y de la exposicion al mismo en el medio ambiente. Se puede encontrar
metanol y/o formato en diversos alimentos: frutas y vegetales frescos y
enlatados, jugos (principalmente de naranja, toronja y tomate), bebidas
fermentadas, alimentos endulzados con aspartame, frijoles, lentejas, miel y café
tostado, entre otros. Ademas el formato se puede producir como un producto
colateral de algunas vias metabdlicas de degradacion, como las de la histidina y
el triptofano (WHO, 1997).

En los mamiferos el metanol es metabolizado a formaldehido en el higado, y
por pasos oxidativos subsecuentes se forman &cido féormico y didxido de
carbono (Fig 2), a través de una via dependiente del tetrahidrofolato (THF) (Eells
y col, 1983; Aziz y col, 2002). Se ha identificado al acido férmico como el
metabolito responsable de los efectos toxicos del metanol, el cual inhibe a la
citocromo oxidasa, uniéndose al hierro hem, e interfiere asi directamente con el
transporte de electrones en la cadena respiratoria (Eells y col, 1996; Wallace y
col, 1997). Existe evidencia de que el acido férmico inhibe la funcion mitocondrial
en la retina y aumenta el estrés oxidativo (Sadun, 1998). Esto se ha podido
corroborar con la demostracién de que la fotobioestimulacion con radiacion
monocromatica roja, que estimula la actividad de la citocromo oxidasa, protege a
la retina contra los efectos toxicos del formato derivado del metanol (Eells y col,
2003). La accion citotoxica del metanol se ejerce de manera diferenciada sobre

los fotorreceptores, con una recuperacion parcial de las respuestas dominadas
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Fig 2: Metabolismo del Metanol

por los bastones y ninguna recuperacion sobre las respuestas mediadas por
conos UV (Seme y col, 2001). No obstante, la susceptibilidad a la intoxicacion
por metanol es muy variable en los humanos, y aun mas entre las diferentes
especies de animales, dependiendo principalmente de la eficacia del ciclo de un
carbono dependiente de folato. Los humanos y los primates no humanos son
muy susceptibles a los efectos toxicos del metanol, mientras que los roedores,
conejos y perros, entre otras especies, no lo son (Dorman y col, 1994; Eells y
col, 1983, 1991). Dos mecanismos han sido considerados para explicar la baja
oxidacion del formato en especies susceptibles a la intoxicacion por metanol:
niveles hepaticos mas bajos de THF y capacidad reducida de la 10-formil-THF
deshidrogenasa (Johlin y col, 1989; Martinasevic y col, 1996; Cook y col, 2001).

Existe informacién abundante acerca de los mecanismos patogénicos de la
intoxicacion aguda por metanol en humanos (Ingemanson, 1984; Martinasevic y
col, 1996; Meyer y col, 2000) y en modelos animales (Eells y col, 1991; Dorman
y col, 1994; Lee y col, 1994; Eells y col, 1996; Seme y col, 1999; 2001,
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Hayasaka y col, 2001). Para esto ultimo se han utilizado modelos en especies no
primates, en los cuales se ha inhibido la oxidacion del formato, provocando una
deficiencia de folatos. Los animales tratados con metanol a altas dosis, una vez
inhibido el metabolismo del THF, acumulan formato a concentraciones toxicas y
desarrollan un sindrome analogo al envenenamiento por metanol en humanos
(Eells, 1991; Lee y col, 1994), con acidemia férmica, acidosis metabdlica y
toxicidad visual. Esto se ha logrado con la administracion de dietas deficientes
en folatos (Lee y col, 1994, Dorman y col, 1994; Sadun, 1998) o con el empleo
de sustancias quimicas que interfieren con la regeneracién del THF: éxido
nitroso (Eells y col, 1991; Eells y col, 1996; Seme y col, 1999) o metotrexate
(MTX) (Makar y Tephly, 1977; Barford y col, 1980; Black y Tephly, 1983,
Schalinske y Steele, 1996). La exposicion de los animales a la inhalacion de
dosis subanestésicas de 6xido nitroso, produce una inhibicién irreversible de la
enzima metionina sintasa, catalizadora de una reaccién enzimatica clave para la
sintesis de THF y como consecuencia, una reduccion significativa de la
concentracion de THF (Eells y col, 1983, 2000a). EI MTX, un agente
quimioterapeutico, es un analogo del dihidrofolato, que se une a la dihidrofolato
reductasa, inhibiendo asi su actividad enzimatica (Kremer y col, 1986), con la
consiguiente disminucion de los niveles de THF (Kremer y col, 1986;
Fiskerstrand y col, 1997; Endresen y Husby, 2001).

Los estudios electrofisiolégicos en estos modelos animales han arrojado
fundamentalmente: 1) disminucion del potencial evocado cortical por flash
(PECF), lo cual indica una disrupcién de la conduccion neuronal a lo largo de la
via visual primaria (Eells, 1991) y 2) disminucién de la amplitud de la onda “b” del
electrorretinograma (ERG). La onda “b” del ERG es generada por la
despolarizacién de las células gliales de Muller y refleja la actividad sinaptica a
nivel de las células bipolares. Esta onda es extremadamente sensible a
condiciones que interfieren con el metabolismo energético retiniano (Wallace y col,
1997). En ratas juveniles se han encontrado efectos similares sobre la funcion

retiniana (Plaziac y col, 2003).
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Las mediciones bioquimicas demuestran una reduccion significativa de la
actividad de la citocromo oxidasa y de las concentraciones de ATP en la retina y
cerebro de ratas intoxicadas con metanol, sin afectacion de la actividad de la
enzima a nivel hepatico, renal ni cardiaco (Eells y col, 1995).

Por otro lado, los estudios morfoldégicos combinados con histoquimica de la
citocromo oxidasa ha revelado edema retiniano generalizado, vacuolizacion de los
fotorreceptores y del epitelio pigmentario, hinchamiento de mitocondrias y
reduccion de la actividad de la citocromo oxidasa en las mitocondrias de los
fotorreceptores (Eells y col, 1995).

A diferencia de la intoxicacion aguda por metanol, los efectos de la exposicidn
subcronica o crénica a bajos niveles de metanol han sido poco estudiados y los
resultados han sido muy controvertidos (Lee y col, 1994; Poon y col, 1994; Sadun,
1998). En 1987 la New Energy Development Organization (WHO, 1997) reporto
que monos expuestos a 3000 ppm de metanol (21 hrs/dia durante 20 dias) no
mostraron cambios histopatolégicos en la retina, nervio dptico y nucleo geniculado
lateral. Andrews y col (1987) no observaron alteraciones histoldgicas en retina y
nervio optico de ratas y monos cynamolgus expuestos a la inhalacion de metanol
(500 — 1500 ppm), 6 horas/dia durante 4 semanas. Sin embargo, Ingemansson
(1983) describid cambios en el electrorretinograma (ERG) de monos tratados
cronicamente con metanol.

Por su accion selectiva a nivel de la maquinaria energética mitocondrial, la
administracién de metanol ha sido utilizado experimentalmente como un modelo
de la neuropatia éptica epidémica (Sadun, 1998; Eells, 2000a). Sadun en 1998
desarroll6 un modelo de intoxicacién cronica en ratas con deficiencia de folatos
(0.8 g/Kg de metanol durante 10 dias) y encontro en los estudios histolégicos del
nervio éptico, degeneracion axonal, vacuolizacion, zonas de edema vy alteraciones
a nivel de las mitocondrias.

Los hallazgos anteriormente mencionadas indican que el formato actua como
una toxina mitocondrial con selectividad para la retina, nervio 6ptico y cerebro, y
sugieren que las acciones neurotoxicas del formato pueden ser debidas a

diferencias especificas de los tejidos relacionadas con los mecanismos de
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transporte mitocondrial o con el metabolismo mitocondrial (Eells y col, 1995; Seme
y col, 2001). Los mecanismos a través de los cuales la insuficiencia mitocondrial

puede conducir a la muerte neuronal selectiva fueron expuestos en el acapite 2.1.

2.3 Barrera hematoencefalica y composicion proteica del

liquido cefalorraquideo.

El concepto de una barrera que limitaba el intercambio entre la sangre y el
cerebro fue planteado por Ehrlich en 1885. Existen las barreras sangre-cerebro y
sangre-LCR; sin embargo, el término barrera hematoencefalica (BHE) comprende
la consideracion de multiples factores que controlan los intercambios
bidireccionales que ocurren a nivel de las interfases de membrana entre sangre,
cerebro y LCR (Fishman, 1992).

La BHE y el LCR sirven como un sistema para preservar la homeostasis del
SNC, facilitando tanto la entrada de metabolitos necesarios, como la eliminacién o
exclusién de metabolitos téxicos o innecesarios. Se considera que la BHE esta
compuesta de multiples interfases dinamicas de membrana que son vitales para la
funcion cerebral. Es un sistema para proteger al cerebro de los cambios en la
composicion de metabolitos y toxinas en la sangre, que pudieran resultar
perjudiciales, afectando el metabolismo y funcion neuronal (Fishman, 1992; Siegel
y col, 1999).

La barrera sangre-cerebro esta localizada a nivel de las células endoteliales
de los capilares cerebrales y sus propiedades de barrera estan dadas por: 1) las
células endoteliales de estos capilares, a diferencia de las de otros 6rganos
periféricos, tienen un baja velocidad de transcitosis y por lo tanto, el trafico
transcelular de solutos es muy limitado; 2) la entrada de moléculas esenciales al
SNC es mediada a través de transporte especifico y moléculas transportadoras;
3) el espacio paracelular entre células endoteliales adyacentes esta casi
completamente sellado, debido a la presencia de complejos de unién célula-
célula (uniones estrechas), localizados en la region apical de las membranas
plasmaticas laterales que impiden el paso de macromoléculas (Fishman, 1992;

Gloor y col, 2001). Sin embargo, a nivel de la barrera sangre — LCR, los

21



capilares que la forman estan fenestrados y la barrera estd formada por las
células epiteliales de los plexos coroideos y de la membrana aracnoidea,
interconectadas por uniones estrechas (Siegel y col, 1999).

La BHE tiene caracteristicas especificas de permeabilidad con respecto a
diferentes solutos. Asi, el peso molecular (PM) y sobre todo, el volumen molecular
hidrodinamico, influyen grandemente en que una molécula pase en mayor o
menor cantidad (Siegel y col, 1999). La exclusion relativa de las grandes
moléculas del LCR se ilustra bien con la relacion 1:200 de la concentracion de
albumina en LCR normal y sangre (Saunders y col, 1999a; 1999b).

Entran mas lentamente al cerebro y LCR aquellos compuestos hidrosolubles y
polares debido a su gran dificultad para atravesar membranas lipidicas en
ausencia de un transportador especifico de membrana, como los demostrados
para la glucosa y los aminoacidos. Se han identificado sistemas de transporte
altamente especificos en los capilares cerebrales para metabolitos que son
esenciales para el funcionamiento normal del cerebro: azucares, varios acidos
organicos, aminoacidos acidos, basicos, neutros, y beta-aminoacidos, colina y
precursores de los acidos nucleicos (Fishman, 1992; Siegel y col, 1999).

Las proteinas policatidénicas y lectinas atraviesan la BHE por un proceso
inespecifico (transcitosis mediada por absorcién), por el cual éstas se absorben
a la membrana del endotelio capilar basado en la carga o afinidad para los
residuos de carbohidratos de las glicoproteinas de la membrana (Siegel y col,
1999).

Desde hace afos la combinacibn de estudios inmunoquimicos vy
electroforéticos del suero y LCR han sido utilizados para la evaluacion del
estado funcional de la BHE y la sintesis intratecal de inmunoglobulinas en
diferentes enfermedades neuroldgicas (Link, 1976; Ebers y Paty, 1980;
Papadopoulos y col, 1984, Burcet y col, 2000; Seyfert y col, 2002).

El incremento de la permeabilidad de la BHE, determinado por la relacidon
albumina LCR/suero (indice Q), es aceptado como un indicador del estado
funcional de la BHE (Tibbling y col, 1977). Debido a que la albumina del LCR se

origina exclusivamente de la sangre, el incremento de su concentracién siempre
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tiene que ser consecuencia de una disfuncion de la barrera (Reiber y Peter,
2001). Hay varias fuentes menores de proteinas del LCR que se pueden hacer
mayores bajo circunstancias patoldgicas, por ejemplo, los ganglios de las raices
dorsales y las raices ventrales. El paso de proteinas a través de la BHE en estas
areas particulares ocurre de una manera relativamente libre, pero en
circunstancias patoldgicas, como es el caso del sindrome de Guillain Barré, esta
barrera se puede hacer aun mas permeable, y el nivel de proteinas totales en el
LCR lumbar puede elevarse significativamente (Thompson, 1988; Hartung,
1998). La ruptura de la BHE es un hallazgo relativamente frecuente en otras
enfermedades neurolégicas: meningoencefalitis, enfermedad cerebrovascular,
polineuropatia cronica inflamatoria desmielinizante (CIDP: siglas en inglés),
esclerosis multiple (EM) en brote (Thompson, 1988; Fishman, 1992; Nieborj y
col, 1992; Reiber y Peter, 2001).

El analisis de inmunoglobulinas, de proteinas especificas y la citologia del
LCR pueden brindar informacion valiosa para el diagnostico de diversas
enfermedades neuroldgicas, especialmente en aquellas donde se sospecha una
etiologia infecciosa o autoinmune (Link, 1976; Cepok y col, 2001; Nobile-Orazio
y Carpo, 2001; Scarpini y col, 2002). La detecciéon de bandas oligoclonales en el
LCR, sin haber presencia de las mismas en el suero, indica la sintesis local de
inmunoglobulinas (Link, 1976; Fishman, 1992). No obstante, la presencia de
bandas oligoclonales no es especifica de una determinada entidad neuroldgica y
han sido identificadas en el LCR de pacientes con diferentes enfermedades
infecciosas o inflamatorias: (EM), encefalitis diseminada aguda, sindrome de
Guillain Barré, panencefalitis esclerosante subaguda, panencefalitis progresiva
por rubéola y encefalitis viral aguda (Link, 1976; Ebers y Paty, 1980; Strony y
col, 1982; Kostulas, 1985). Es un hallazgo muy frecuente en las enfermedades
desmielinizantes y constituyé hasta hace apenas dos afos, uno de los criterios
para el diagnéstico de la EM definida (Poser, 1998). La presencia de bandas
oligoclonales en pacientes con neuritis Optica retrobulbar ha sido descrita, asi
como su posible relacién con la aparicion posterior de EM (Cole y col, 1998;

Pokroy y col, 2001). No obstante, ocasionalmente pueden ser detectadas en
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pacientes con enfermedades neurolégicas que no clasifican entre las
anteriormente mencionadas: ictus isquémico, polineuropatias, demencias,
tumores y lesiones estructurales del SNC (Strony y col, 1982; Kostulas, 1985;
Cohen y col, 2000).

2.4 Los aminoacidos en el sistema nervioso

Los aminoacidos son constituyentes esenciales del sistema nervioso y su
destino metabdlico se resume en 3 vias fundamentales: 1) incorporacién a
proteinas; 2) conversibn en compuestos mensajeros, tales como
neurotransmisores y hormonas y 3) oxidacién para formar dioxido de carbono,
agua y amonio. La neuroquimica de los aminoacidos en el sistema nervioso
normal y patolégico es de particular interés debido al importante rol de estos
compuestos en la neurotransmision, metabolismo y osmorregulacion (Siegel y
col, 1999).

En las enfermedades nutricionales se le ha dado mucha relevancia al
conocimiento del estado de la composicion aminoacidica, ya que
independientemente de la importancia metabdlica y estructural de todos los
aminoacidos, hay un grupo de aminoacidos esenciales que no pueden ser
sintetizados por el organismo y que tienen que ser aportados obligatoriamente
en la dieta (triptéfano, fenilalanina, valina, leucina, isoleucina, treonina, lisina y
metionina) (Reeds, 2000). El aporte insuficiente de estos componentes puede
traer consecuencias no solo para el funcionamiento del organismo como un
todo, sino que puede afectar directamente el funcionamiento del sistema
nervioso (Zigmond y col, 1998).

La carencia de aminoacidos esenciales y la baja ingestion de energia
incrementan el catabolismo de proteinas histicas y favorecen la pérdida de peso
corporal. Ademas, se afectan entre otras, las reacciones de metilacion que
intervienen en la sintesis de mielina, la destoxificacion del cianuro, y la baja
ingestion del aminoacido triptéfano y de piridoxina, compromete la sintesis de

niacina (Siegel y col, 1999).
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En aquellas enfermedades donde hay un profundo déficit en el aporte
proteico y caldrico (Kwashiorkor y Marasmo), se han reportado afectaciones en
las concentraciones de aminoacidos esenciales (Lima y Jaffé, 1998; Jaffé y col,
1998). Osuntokun y col (1968) observaron alteraciones en el contenido de
aminoacidos azufrados en la neuropatia ataxica en Nigeria, con ausencia o
disminucién de metionina y cisteina. En las ambliopias nutricionales, dentro de
las cuales puede incluirse la ambliopia tabaco-alcohdlica, se le ha dado mucha
importancia al papel de los aminoacidos azufrados en los mecanismos de
destoxificacion del cianuro, elemento central en la fisiopatologia de este proceso.
Se ha sugerido que en esta entidad la intoxicacion se produce por una rapida
absorcion del cianuro del cigarro a través del tracto gastrointestinal y de los
pulmones, coindiciendo con un estado deficitario nutricional que lleva a niveles
sistétmicos bajos de vitamina B12, acido fdlico, piridoxina y aminoacidos
azufrados, todos los cuales participan en el proceso de destoxificacion del
cianuro a tiocianato. Esta reaccion es mediada por una transferasa de azufre
(rodanasa) que convierte el tiosulfato en tiocianato y sulfito. Los aminoacidos
azufrados - cistina, cisteina y metionina — proveen el azufre para estas
reacciones (Walsh y Hoyt, 1982; Roman, 1994). En la epidemia de neuropatia
en Cuba, Porrata y col (1995) reportaron una ingestion de aminoacidos
esenciales por debajo del 70% de las cantidades recomendadas en un estudio
de casos y controles, al aplicar una encuesta semicuantitativa de frecuencia de
consumo mediante entrevista individual directa.

Los aminoacidos tienen un papel preponderante como neurotransmisores o
precursores de neurotransmisores en el SNC, incluyendo la retina y el nervio
optico (Siegel y col, 1999; Kalloniatis y Tomisich, 1999). La fenilalanina, leucina,
tirosina, isoleucina, triptéfano, metionina y L-DOPA pueden entrar al cerebro tan
rapidamente como la glucosa. Estos aminoacidos esenciales no pueden ser
sintetizados en el cerebro y por lo tanto deben proveerse por la degradacion de
proteinas y la dieta. Algunos son precursores de neurotransmisores en el
cerebro como es el caso de la tirosina (precursor de las catecolaminas) y

triptéfano (precursor de las indolaminas) (Fishman, 1992). El glutamato, acido y-
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aminobutirico (GABA) y glicina son los principales aminoacidos con funcién
neurotransmisora, los dos primeros fundamentalmente en el cerebro y el ultimo a
nivel del tallo cerebral y la médula espinal. Otros aminoacidos como el aspartato
y la taurina han sido propuestos como neurotransmisores, pero su funcion
principal pudiera ser como precursores y en la osmorregulacién (Siegel y col,
1999).

La codificacion de la informacion sensorial a nivel de la retina se produce por
via de las interacciones neuronales que utilizan los 3 aminoacidos
neurotransmisores dominantes: glutamato, GABA y glicina. El glutamato es el
neurotransmisor de la via retiniana directa: fotorreceptores — células bipolares —
células ganglionares, mientras que las interneuronas o vias laterales (células
amacrinas, horizontales e interplexiformes) utilizan fundamentalmente GABA o
glicina, ademas de dopamina, serotonina y acetilcolina (Kalloniatis y Tomisich,
1999). Ademas, otros aminodacidos, entre los cuales estan el aspartato, acido
homocisteico y taurina han sido identificados en la retina, donde tienen una
funcién neuroactiva, pero no se les ha atribuido el estatus de neurotransmisores
(Sun y Crossly, 2000). En la retina, la compleja interrelacion entre los
aminoacidos involucra ademas a las células de Mdaller, que constituyen las
células gliales retinianas y tienen una funcion muy importante en el metabolismo
y reciclamiento de los aminoacidos neurotransmisores (Kalloniatis y Tomisich,
1999).

Las células gliales y las neuronas en la retina y otras partes del SNC
mantienen bajos los niveles extracelulares de glutamato, a través de un sistema
de captura de alta afinidad. La remocion rapida del glutamato vy
neurotransmisores relacionados del espacio sinaptico por este sistema
contribuye a : a) la terminacién de la sefal excitatoria, b) el mantenimiento de los
niveles extracelulares de glutamato por debajo de aquellos capaces de inducir
dafo excitotoxico y 3) reciclamiento del neurotransmisor por la via del ciclo de la
glutamina (Siegel y col, 1999; Cotman y col, 2000).

El glutamato, reconocido como el principal neurotransmisor excitatorio en el

SNC, activa los receptores glutamatérgicos ionotropicos y metabotrépicos
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(Kretschmer y col, 2002). La liberacion incrementada de glutamato y la
disminucién de su captura dan lugar a una elevacion del glutamato extracelular
que produce una activacion excesiva de sus receptores, con la consiguiente
muerte neuronal. Este concepto, denominado excitotoxicidad por Olney en 1972
(citado en Siegel y col, 1999), se produce por sobreestimulacion de los
receptores glutamatérgicos (NMDA, AMPA Y KA), lo cual da lugar a la entrada
de cantidades letales de Ca2+, con lo que se activan las vias citotdxicas
intracelulares. En condiciones fisiologicas, la presencia de glutamato en la
sinapsis es regulada por transportadores activos en las neuronas y glias. La
evidencia acumulada sugiere que el glutamato esta involucrado no sélo en la
transmision sinaptica rapida, sino también en la plasticidad y en las funciones
cognitivas superiores (Cotman y col, 2000). La excitotoxicidad participa en los
mecanismos responsables de la muerte neuronal en diversas enfermedades
neuroldgicas (Jiménez-Jiménez y col, 1998; Gucuyener y col, 1999; Skvortsova
y col, 1999, Stover y Unterberg, 2000; Spreux-Varoquax y col, 2002; Tzschentke,
2002).

El GABA vy la glicina son los principales neurotransmisores inhibitorios en el
SNC. De hecho, el GABA y el glutamato son los que regulan de una forma
general la excitabilidad en el SNC, en su interrelacibn como neurotransmisores
inhibitorio y excitatorio respectivamente. La glicina, ademas de su funciéon como
neurotransmisor inhibitorio a nivel del tallo cerebral y médula espinal, también
esta presente en el cerebro anterior, donde actua como un coagonista de los
receptores NMDA. En este ultimo contexto la glicina promueve las acciones del
glutamato, de manera que en el SNC tiene tanto funciones inhibitorias como
excitatorias (Paul, 2000).

Es indispensable destacar el papel de la taurina, un beta-aminoacido que no
forma parte de proteinas, y que constituye uno de los aminoacidos mas
abundantes del organismo. Se encuentra libre en concentraciones milimolares
en los tejidos animales, particularmente en aquellos que son excitables, ricos en
membranas y que generan oxidantes: sistema nervioso central, retina, corazén y

musculo esquelético, entre otros (Huxtable, 1989; Lombardini, 1992). Se sabe
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que tiene importantes funciones como osmorregulador, antioxidante,
destoxificante, neuromodulador, en la regulacion de la excitabilidad eléctrica de
la membrana celular, en la solubilizacion del colesterol y como sustrato en la
conjugacion de los acidos biliares (Huxtable, 1989; Koyama y col, 1992;
Pasantes-Morales y col, 1999; Keys y Zimmerman, 1999; Guérin y col, 2001;
Militante y Lombardini, 2002).

La taurina es sintetizada a partir de metionina y cisteina, en presencia de la
vitamina Bs. Se encuentra practicamente ausente en las plantas, por lo que la
fuente principal en la alimentacién proviene de las carnes y productos animales
(Huxtable, 1989).

En casi todos los mamiferos, la taurina es un aminoacido no esencial, sin
embargo, en el gato es esencial y en el hombre y primates no humanos es
condicionalmente esencial (Huxtable, 1989; Gaull, 1989). La ausencia en la dieta
de un aminoacido condicionalmente esencial no produce una enfermedad
deficitaria de inmediato, pero a la larga puede llegar a producir afectaciones.
Niflos y adultos humanos que recibian una nutricion parenteral libre de taurina
durante un tiempo prolongado, mostraron reducciones significativas de la taurina
en plasma, orina y células sanguineas, en algunos casos acompanado de
alteraciones oftalmoscdpicas y electroretinograficas, que podian revertirse con la
suplementacion de taurina ( y col, 1996). Actualmente se ha llegado a reconocer a
la taurina como un nutriente importante y a veces esencial, por lo que es afiadida
a la mayoria de las formulas infantiles sintéticas y soluciones parenterales
pediatricas (Gaull, 1989).

La taurina juega una importante funcién tréfica en el sistema nervioso central
y especialmente en la retina (donde es el aminoacido mas abundante) y el nervio
optico (Lima y col,1992; 1999; Lake, 1988). Durante los ultimos 20 afios se ha
establecido claramente que la taurina juega un papel preponderante en el
mantenimiento de la integridad de la retina y en la viabilidad de los fotorreceptores
(Huxtable, 1989; Lima, 1999; Militante y Lombardini, 2002). El déficit de taurina en
la dieta de los gatos da lugar a la disminucion de la concentracion de taurina en la

retina, seguida de alteraciones en el electrorretinograma (ERG), degeneracién de
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los fotorreceptores y finalmente ceguera (Militante y Lombardini, 2002). Debido a
los efectos neurotréficos de la taurina y a su capacidad antioxidante,
neuromoduladora y osmorreguladora (Huxtable, 1989), ha sido utilizada con
frecuencia como suplemento y aminoacido protector en diferentes condiciones
(Fukuyama y Ochiai, 1982; Kendler, 1989; Birdsall, 1998; Stapleton y col, 1998).
Para estudiar los efectos deletéreos de la deficiencia de taurina en el
sistema visual y en el cerebro, se han utilizado animales deprivados nutricional o
farmacolégicamente de este aminoacido. En el gato, el déficit se logra con
efectividad utilizando dietas libres de taurina (Militante y Lombardini, 2002), pero
en otras especies, como los roedores, no se alcanza una disminucion de los
niveles de taurina en la retina (Lake y de Marte, 1988). Por este motivo se han
empleado antagonistas del transporte de taurina, especificamente p-alanina (-
Ala) y guanidinoetano sulfonato (GES) (Pasantes-Morales y col, 1983; Lake y De
Marte, 1988; Sturman y Messing, 1996). Después de provocar la disminucion de
taurina en diferentes especies de mamiferos, se han descrito lesiones
morfoldgicas y funcionales de la retina (Pasantes-Morales y col, 1983; Lu y col,
1996). En la rata el tratamiento con B-Ala o GES ha producido dafio de la capa
de fotorreceptores, pérdida de los nucleos celulares y del contenido de las
terminaciones sinapticas, muerte celular y alteraciones electrorretinograficas

(revisado en Militante y Lombardini, 2002).
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3.1 INVESTIGACIONES EN PACIENTES:
3.1.1 Pacientes y controles para el estudio de proteinas del LCR:

Se estudiaron 205 pacientes con el diagnéstico de NOE con o sin otro tipo
de manifestacion lesional del sistema nervioso central o periférico, que
acudieron a la consulta de oftalmologia del Hospital Provincial “Abel Santamaria”
de Pinar del Rio durante el periodo epidémico (1992 — 1993). Se incluyeron
pacientes de 15 y mas afos de edad con diferentes tiempos de evolucion, sin
enfermedad ocular ni general previa que influyera en la vision. El grupo estaba
constituido por 161 hombres (78.5%) y 44 mujeres (21.5%), con una edad
promedio de 47.0 £ 11.3 afios (15 — 77 anos). El 94.1% de los pacientes eran

fumadores y el 56.6% ingerian bebidas alcohdlicas en mayor o menor grado.

Los criterios de definicion de caso fueron los siguientes (Llanos, 1993;
Santiesteban, 1997):

1. Paciente con déficit visual bilateral, de aparicién en dias o semanas, tanto

para cerca como para lejos, aun con correccién maxima.

2. Pérdida o confusién de la visién a color, al menos en 3 laminas de las 21

en el test de Ishihara, edicion 1992.

3. Escotoma relativo o absoluto en el area central o cecocentral del campo

visual.
4. Fondo de ojo (FO) normal, hiperémico o con palidez papilar temporal.

A todos los pacientes se les realizo:
a) Fondo de ojo
b) Evaluacion de los reflejos pupilares

¢) Agudeza visual (AV) con correccion.

El defecto de la AV se clasific6 como severo cuando la visién era de 0,1
o menor, moderado entre 0,2 a 0,7 y leve entre 0,8 a 1 (Gonzalez Marrero,
1994).

d) Visién a color (VC) por el test de Ishihara de 38 laminas, edicion 1992.
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Los defectos de VC se clasificaron como severo cuando dejaron de ver
correctamente 15 o mas laminas; moderado, entre 8 y 14 laminas y leve,

entre 3 y 7 laminas (Gonzalez Marrero, 1994).

e) Estudio de campo visual (CV) con pantalla tangente negra a 1 metro de
distancia usando estimulos blancos, rojos y verdes, en busca de escotomas

relativos o absolutos para cada ojo.
f) Valoracién neuroldgica

El grado de dafo neurologico asociado a la NOE se expres6 de acuerdo

a lo establecido en Gonzalez Marrero (1994):

Leve: Todo paciente con sintomas subjetivos de polineuropatia (motor,

sensitivo o disautonémico) y/o nistagmos aislados.

Moderado: Ademas de lo anterior, una 0 mas de las siguientes: disminucion
de cualquiera de las modalidades de la sensibilidad, sobre todo distal.

Hiporreflexia o hiperrreflexia osteotendinosa.

Severo: Ausencia demostrada al examen de cualquiera de las modalidades
de la sensibilidad, sobre todo distal. Arreflexia o hiperrreflexia osteotendinosa
(+3) con reflejos patoldgicos. Dificultad para la marcha por ataxia o compromiso
de la fuerza muscular. Atrofia o hipotrofia muscular. Hipoacusia sensorineural
relacionada con la NOE de cualquier grado.

Los 205 pacientes estudiados se agruparon de acuerdo a la forma clinica de
presentacion en:

- forma oOptica pura: 80 pacientes (39%).
- forma mixta (forma Optica con afectacidn neurolégica
periférica y/o central): 125 pacientes (61%).

Se conformé un grupo control seleccionado durante el tiempo de la
epidemia, equiparado por edad, sexo y composicion socio-econémica con los
pacientes, el cual estaba constituido por 89 sujetos sin antecedentes de
enfermedades neurolégicas ni oftalmolégicas, que iban a ser sometidos a

cirugia ortopédica con anestesia raquidea. Este grupo estaba formado por 64
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hombres (71.9%) y 25 mujeres (28.1%), con una edad promedio de 44.4 + 9.6
anos (22 — 74 anos).
3.1.2 Pacientes y controles para el estudio de aminoacidos:

El patron de aminoacidos del LCR durante la epidemia se estudiéo en una
muestra de 16 pacientes (12 hombres y 4 mujeres) de los pacientes de Pinar del
Rio descritos anteriormente, cuyos LCRs se encontraban almacenados a - 70°C
en el banco de LCR del INN. Ocho pacientes tenian la forma optica de la
enfermedad y 8 la forma mixta. La edad media de los mismos fue de 45.6 + 10.0
anos (27 — 64 anos). Se determinaron también los aminoacidos en suero y LCR
de 12 pacientes con NOE de Ciudad de la Habana (9 hombres y 3 mujeres), con
una edad media de 43.8 + 8.0 afios (30 — 56 afnos), que hicieron su debut clinico
durante el periodo endémico (1995 — 1997) y que fueron diagnosticados en el
INN de acuerdo a los criterios clinicos descritos en el acapite 3.1. De acuerdo a
la forma clinica de presentacion, los pacientes se agruparon en: forma 6ptica, 4

pacientes (33.3 %) y forma mixta, 8 pacientes (66.7%).

Para el LCR se constituyd un grupo control de 20 individuos (13 hombres y 7
mujeres) seleccionados al azar del banco de LCR congelado a - 70°C en el INN
correspondiente a los controles del periodo epidémico descritos en el acapite
3.1. Estos eran pacientes sin enfermedad neuroldgica ni psiquiatrica, que iban a
ser sometidos a anestesia raquidea para cirugia ortopédica, con una edad media
de 45.0 £ 6.3 afos (33 — 60 anos). El grupo control para los aminoacidos séricos
estuvo constituido por 19 sujetos sanos de Ciudad de la Habana (13 hombres y
6 mujeres), equiparado por edad, sexo y composicion socio-econémica con los
pacientes del periodo endémico y con una edad media de 44.5 £ 9.2 afios (14 —

62 anos).
3.1.3 Procedimientos para la obtencién de las muestras de suero y LCR:

En todos los casos, después de 8 — 12 horas de ayuno, 12 horas de reposo
en cama y previo consentimiento informado, se obtuvieron 4 ml de LCR
mediante puncién lumbar no traumatica, entre las 8:00 am y las 12:00 m.

Paralelamente, se extrajeron 5 ml de sangre por puncion venosa en un tubo
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seco. La sangre y el LCR fueron centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos y
los sobrenadantes fueron congelados a -70°C hasta el momento de su
procesamiento para el estudio proteico en el Instituto de Neurologia y

Neurocirugia (INN).

Para la determinacion de aminoacidos, otras alicuotas de suero y LCR
fueron desproteinizadas con acido sulfosalicilico 20% (50 ul para 300 pl de
muestra) y centrifugadas a 35 000 g durante 20 minutos. Los sobrenadantes se
congelaron a —70°C hasta su procesamiento en el Laboratorio de Neuroquimica

del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC) en Caracas.
3.1.4 Reactivos utilizados:

Para la realizaciéon de las técnicas analiticas que se emplearon para las
determinaciones bioquimicas en humanos y en animales de experimentacion se

adquirieron los siguientes reactivos de las firmas:

SIGMA: agarosa tipo |, TEMED, persulfato de amonio, Azul Brillante de
Coomassie R-250, patrones de aminoacidos, acido sulfosalicilico, aldehido
ortoftalico, mercaptoetanol, fosfato de sodio, borato de potasio, sulfato de zinc,
formato de sodio, fosfato de potasio, formato deshidrogenasa (FDH), diaforasa,
resarzurina y todos de calidad analitica.

Merck: tartrato de sodio, sulfato cuprico, hidréoxido de sodio, acrilamida, N'N’-
metilén bisacrilamida, metanol, acido acético glacial, todos de calidad analitica y

metanol, tetrahidrofurano y acetonitrilo de calidad HPLC.

BDH: Reactivo de Fohlin-Ciocalteau, TRIS, glicina, Azul de Bromofenol, todos de
calidad analitica.

Behring: estandares de albumina humana estabilizada e 1gG, suero antialbumina
y anti-lgG humanas (cadena H) y suero control Norpartigen.

La calidad del agua utilizada fue de 0.1 — 0.3 pys x cm™.
3.1.5. Técnicas analiticas:

Todas las técnicas analiticas se realizaron siguiendo las Buenas Practicas de

Laboratorio.
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A) Estudio proteico del LCR

Determinacién de proteinas totales:

Se realizé la determinacion de proteinas totales (PT) en el LCR por la
técnica espectrofotométrica de Lowry (1953). El LCR de diluy6 1:10 y se midio la
absorbancia a 720 nm. El calculo de las concentraciones de PT se realizé contra
una curva de calibracion con albumina bovina (Fraccion V) y se expresaron en
mg/dl. El coeficiente de variacion (CV) intraensayo fue 3.8% y el interensayo,
6.3%.

Electroforesis del LCR en gel de poliacrilamida:

El fraccionamiento de las proteinas del LCR se llevd a cabo por
electroforesis vertical en gel de poliacrilamida al 7.5%, segun la técnica descrita
por Ornstein y Davies (Smith, 1968). La corrida electroforética se realizé en
tubos de 70 x 7 mm, aplicando una corriente de 2.5 mAmp x tubo. En ambas
camaras electroforéticas se utilizé solucion tampdn de corrida Tris — Glicina, pH
8.3 y como marcador de la misma se empled Azul de Bromofenol. La tincion de
las bandas proteicas se realizdé sumergiendo los geles hasta el dia siguiente en
Azul Brillante de Coomassie R-250 al 0.25%, disuelto en metanol - acido acético
- agua (5:1:5). La decoloracion de los geles se llevd a cabo con una mezcla de
metanol - acido acético - agua (5:1:5) hasta la total visualizacién de las bandas.

Teniendo en cuenta los parametros propuestos por Evans (1966) y Takeoka
y col (1980), el patrén electroforético obtenido se evalud cualitativamente y se
clasifico como: 1) normal; 2) incremento de la permeabilidad de la BHE; 3)
presencia de bandas oligoclonales; 4) incremento de la permeabilidad de la BHE
y presencia de bandas oligoclonales 6 5) patron degenerativo. En la Fig 3 se
muestra el fraccionamiento electroforético de las proteinas de un LCR con su

suero correspondiente:
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Fig 3: Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% de suero y LCR: Normal (A) y en
un sujeto con dano de la BHE (B). Las fracciones proteicas fundamentales del LCR
corresponden con: 1) prealbumina (transtirretina), 2) albumina, 3) alfa-1 globulina,

4) alfa-2 globulina, 5) beta-1 globulina (transferrina), 6) beta-2 globulina (proteina tau)
y 7) ganma-globulina. Se sefala con flechas la disminucion de las fracciones
prealbumina y beta-2 globulina que caracterizan el dafio de la BHE.

Cuantificacion de albumina e IgG en suero y LCR
Para la cuantificacion de albumina e IgG tanto en suero como en LCR se
utilizé la técnica de inmunodifusidn radial simple descrita por Mancini (1965), que
se basa en la difusion del antigeno a través de un soporte de agarosa que
contiene el antisuero especifico. En la preparacion de las placas para la
cuantificacion de albumina en el suero y en el LCR se utilizé el antisuero de
albumina humana (100 yL en 7 mL de agarosa al 1.5%). Las muestras de LCR
se aplicaron puras y el suero sanguineo a una dilucién de 1:200. Los halos de
precipitacion de albumina e IgG de suero se midieron a las 48 h por observacién
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visual directa y los de albumina e IgG de LCR a las 72 h por observacion visual
después del revelado de la placa con acido tanico al 1%. Las concentraciones
del antigeno (albumina e IgG) de cada muestra se calcularon a partir de una
curva patron y se expresaron en mg/dl. Los CV intraensayo para la albumina de
suero, albumina de LCR, IgG de suero e IgG de LCR fueron 3.2, 3.9, 4.1y 4.6%
respectivamente y los CV interensayo fueron 4.7, 52, 58 y 6.2%

respectivamente.

Calculo de los indices:

Una vez calculadas las concentraciones de albumina e IgG en el suero
sanguineo y en el LCR se realizaron los calculos correspondientes para el
analisis del estado funcional de la BHE vy la sintesis intratecal de IgG (Tibbling y
col, 1977) mediante las siguientes formulas:

1) Sintesis intratecal de 1gG (indice 1gG):
Indice IgG = (IgG LCR/IgG suero)/(Alb LCR/Alb suero)

El indice IgG se considera como normal hasta 0.7. Valores por encima
de 0.7, indican la existencia de sintesis intratecal de 1gG.

2) Estado funcional de la BHE (Indice Q):

Indice Q = (albumina LCR/albumina suero) x 1000

Este cociente permite evaluar el estado funcional de la BHE, y los valores
normales son dependientes de la edad, segun lo establecido en la tabla de
normalidad para Q (Tibbling y col, 1977):

17 - 30 afos: 1,7 — 5,7

31-40 “ :1,8-6,2
41-50 “ :20-7,2
51-60 “ :2,1-89
61-77 “ :22-90

B) Analisis de aminoacidos en suero y LCR.
Los aminoacidos se determinaron por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con deteccion fluorescente, segun la técnica descrita en Lima y col (1989)

y Jaffe y col (1998). El sistema estaba constituido por una bomba Modelo 2150,
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un controlador de gradiente modelo 2152 (LKB, Suecia) y un detector de
fluorescencia Shimadzu RF-551. Se llevo a cabo la derivatizacion previa de los
aminoacidos, afiadiendo 100 ul de una mezcla de 25 mg de aldehido ortoftalico,
500 ul de metanol, 25 ul de mercaptoetanol (1 g/ml), y 4.5 ml de tampon borato
de potasio 0.4 M, pH 7.4. Las soluciones utilizadas para crear el gradiente de la
fase movil fueron: Solucion A, fosfato de sodio 50 mM, pH 6.3; tetrahidrofurano
0.3% y acetonitrilo 5%; Solucién B, acetonitrilo. El gradiente principal en
porcentaje de Solucion B fue el siguiente: 0 - 25 min 15%; 25 - 45 min 20%; 45 -
60 min 30%; 60 - 70 min 50%; 70 - 75 min 90%; 75 - 78 min 95%; 78 - 80 min 0%.
Se utilizé una velocidad de flujo de 1 ml/min y la deteccion se hizo a 340/450 nm
(excitacion/emision). Las soluciones matrices de aminoacidos (1 mg/ml) se
prepararon en HCI 0.5N y se almacenaron a -20 °C.

Con este sistema se cuantificaron 20 aminoacidos en el suero y LCR: acido
aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), asparagina (Asn), serina (Ser), histidina
(His), glutamina (GIn), treonina (Thr), arginina (Arg), glicina (Gly), alanina (Ala),
taurina (Tau), acido y-aminobutirico (GABA), tirosina (Tyr), metionina (Met),
triptofano (Trp), isoleucina (lle), fenilalanina (Phe), leucina (Leu), ornitina (Orn) y
lisina (Lys). En los anexos 3 y 4 se muestran los cromatogramas
correspondientes. Las concentraciones de los aminoacidos se calcularon segun el
método del estandar externo y se expresaron en nmoles/ml. El CV intraensayo de
los aminoacidos estuvo entre 2.4y 4.8% y el CV interensayo entre 3.6 y 7.3%.

Se calcularon las relaciones entre las concentraciones de aminoacidos en
suero y LCR en pacientes y controles, asi como las relaciones de algunos

aminoacidos entre si en ambos fluidos bioldgicos.

3.2 EXPERIMENTOS EN ANIMALES:
3.2.1 Biomodelos:

Los estudios en animales se condujeron en el laboratorio de Neuroquimica del
IVIC en Caracas. Se utiliz6 como biomodelo la rata macho Sprague Dawley
(S-D), con un peso corporal al comienzo del experimento entre 100 y 150g. Se
realizaron dos protocolos experimentales para la evaluacion de los efectos de la

administracidon cronica de metanol, uno suplementando la dieta con taurina al
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2% y otro provocando un déficit de taurina con la administracién de B-Ala al 5%.
Las ratas se colocaron en jaulas individuales y se mantuvieron bajo un ciclo de
iluminacion-oscuridad de 12 horas, con acceso libre a comida y agua. Los
animales provenian del vivario del IVIC y se manipularon de acuerdo a las

condiciones estipuladas en la Declaracién de Helsinki.

a) Administracion cronica de metanol con suplemento de taurina.

Cuarenta ratas S-D fueron divididas en 6 grupos de tratamiento segun se
resume en la Tabla 1. Cuatro grupos de animales recibieron agua ad libitum
durante una semana. En la segunda semana los grupos 1 (Control) y 2 (MeOH)
recibieron solucion salina subcutanea (sc), mientras que los grupos 3 (MTX) y 4
(MTX-MeOH) recibieron MTX sc (0.2 mg/kg/dia). En la tercera semana se redujo
el MTX a 0.1 mg/kg/dia y se administr6 metanol 20% (2g/kg/dia)
intraperitonealmente (ip) a los grupos 2 y 4, mientras que los grupos 1y 3
recibieron volumenes equivalentes de salina ip. Los tratamientos se continuaron
asi hasta el final de la cuarta semana. Los dos grupos experimentales restantes,
5 (Tau) y 6 (Tau-MTX-MeOH) recibieron taurina 2% en lugar de agua de beber y
se sometieron al mismo esquema de tratamiento que los grupos 1 y 4
respectivamente. No murié ningun animal debido a los tratamientos aplicados.
Todos los animales se pesaron semanalmente y al terminar el experimento

fueron sacrificados con guillotina.
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TABLA # 1: Protocolo del experimento de administracion cronica de
metanol en ratas con suplemento de taurina.

Semana Semana Semana Semana
Grupos |n 1 2 3 4
Agua a.l. Agua a.l.
Control |6 Aguaal Aguaa.l. S. Salina s.c. S. Salina s.c.
(1) S. Salina s.c. S. Salina i.p. S. Salina i.p.
Agua a.l. Agua a.l.
MeOH |g Agua a.l. Aguaal. S. Salina s.c. S. Salina s.c.
2) S. Salinas.c. MeOH 2 g/Kg MeOH 2 g/Kg
Agua al Agua a. Agua a.l.. Agua a.l.
MTX 7 i - MTX 0.1 mg/Kg MTX 0.1 mg/Kg
(3) MTX 0.2 mg/Kg Salina i.p. Salina i.p.
MTX- Agua a.l. Agua a.l..
MeOH |8 Aguaal. Agua a.l. MTX 0.1 mg/Kg | MTX 0.1 mg/Kg
(4) MTX 0.2 g/Kg MeOH 2 g/Kg MeOH 2 g/Kg
o Tau 2% a.l. Tau 2% a.l.
Tau 6 Tau 2% a.l. STaSu ﬁ/" al S. Salina s.c. S. Salina s.c.
(5) - >ainas.c. S. Salina i.p. S. Salina i.p.
Tau-MTX- o Tau 2% a.l. Tau 2% a.l.
MeOH |7 | Tau2%al. Tau 2% a.l. MTX 0.1mg/Kg | MTX 0.1 mg/Kg
(6) MTX 02mg/Kg | MeOH 2g/Kg | MeOH 2 g/Kg

* Metanol: 2 g/kg/dia i.p.
MeOH: metanol; MTX: metotrexate; Tau: Taurina 2%

b) Administracion crénica de metanol y déficit de taurina.

Cuarenta y ocho ratas S-D fueron divididas en 8 grupos de tratamiento
segun se resume en la Tabla 2. Cinco grupos recibieron agua ad libitum,
mientras que los otros tres recibieron B-alanina al 5% (B-Ala) en el agua de
beber. Al finalizar la tercera semana, un grupo que tomaba agua (grupo 7) y otro
que tomaba pB-Ala (grupo 8) fueron sacrificados. En la cuarta semana los grupos
3 (MTX), 4 (MTX-MeOH) y 6 (B-Ala-MTX-MeOH) recibieron MTX sc (0.2
mg/kg/dia), mientras que los grupos 1 (Control), 2 (MeOH) y 5 (B-Ala) recibieron
salina sc. En la cuarta semana el MTX se redujo a 0.1 mg/kg y se administrd
MeOH ip (2 g/kg/dia) a los grupos 2 (MeOH), 4 (MTX-MeOH) y 6 (B-Ala-MTX-
MeOH), mientras que los grupos 1, 3 y 5 recibieron volumenes equivalentes de
salina ip. Este tratamiento se continué hasta finalizar la sexta semana. Los
grupos 5 (B-Ala) y 6 (B-Ala-MTX-MeOH) recibieron p-Ala al 5% ad lib en el agua
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de beber durante las 6 semanas. Murieron dos animales durante el tratamiento,
uno del grupo MeOH y otro del grupo B-Ala-MTX-MeOH. Todos los animales se

pesaron semanalmente y al terminar el experimento fueron sacrificados por

decapitacion.

Tabla 2: Diseno del experimento de administracion cronica de

metanol en ratas con déficit de taurina.

Grupos n Semanas Semana Semanas
P 1-3 4 5-6
Agua (a.l.)
COqtroI 6 Agua (a.l.) SAg:ﬁn(aa-;)C S. Salina s.c.
(1) : ¢ S. Salina i.p.
Agua (a.l.)
M?Z?H 6 Agua (a.l.) SAg:ﬁn(:-;)c S. Salina s.c.
' e Metanol 2 g/Kg*
Agua (a.l.)
MTX Agua (a.l.) Agua (a.l.)
6 MTX 0.1 mg/Kg
3) MTX 0.2 mg Salina i
.p.
A 1
MTX-MeOH 6 Agua (a.l.) Agua (a.l.) MTxggﬂ (amg)/Kg
(4) MTX 0.2mg Metanol 2 g/Kg*
i B-Alanina 5% B-Alanina 5% (a.l.) | B-Alanina 5% (a.l.)
B(?)Ia 6 (al) S. Salina s.c. 2 Ssa||'.”a S.C.
. Salina i.p.
B-Ala-MTX-| 6 B-Alanina 5% | p-Alanina 5% (a.l.) B&?&”"&isﬁf’gﬁé)
MeOH (al) MTX 0.2 mg Metanol 2 g/Kg*
(6) -
Control 4 Agua (a.l.) //
) A
SACRIFICIO
-Ala B-Alanina 5%
B (8) 9] (al)

* Metanol: 2 g/kg/dia i.p.
MeOH: metanol; MTX: metotrexate; B-Ala: p-alanina

3.2.2 Procedimientos para la obtencién y preparacion de sangre y tejidos.

Inmediatamente después de la eutanasia por guillotina, se colectaron 2 mil
de sangre en un tubo heparinizado, de los cuales 1 ml fue congelado a — 20°C,
para la determinacién de formato. El otro ml de sangre fue centrifugado durante
10 minutos a 3000 rpm para obtener plasma, el cual fue desproteinizado con
acido sulfosalicilico 20% (50 ul por cada 300 ul de plasma), centrifugado a 35 000

g durante 20 minutos y congelado a — 70°C para el andlisis de aminoacidos.
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El cerebro y los ojos fueron extraidos rapidamente. La retina, nervio éptico,
hipocampo y corteza posterior se disecaron sobre hielo y fueron congelados
inmediatamente a — 70 °C para los estudios de aminoacidos. Una retina
completa o dos nervios 6pticos fueron homogeneizados en 300 ul de tampdn
fosfato de sodio 50 mM, pH 6.3, mientras que las cortezas e hipocampos fueron
homogeneizadas en 2 ml del mismo tampodn, y desproteinizadas con acido
sulfosalicilico 20% (50 ul por cada 300 ul de homogenizado). Estos fueron
posteriormente centrifugados a 35 000 g durante 20 minutos y se tomaron los

sobrenadantes para la determinacion de aminoacidos.
3.2.3 Técnicas analiticas
A) Determinacion de proteinas totales.

Se tomaron 20 ul de los homogeneizados de tejidos para la determinacién de
proteinas totales por el método de Lowry (1953), segun la metodologia explicada
en el acapite 3.1.4 (A). Las concentraciones de proteinas se expresaron en

mg/ml de homogeneizado.
B) Determinacidon de formato sanguineo:

La determinacion de la concentracion de formato en sangre total se llevo a
cabo con el empleo de la técnica espectrofluorimétrica descrita por Makar y
Tephly (1982). El método se basa en la reaccién del formato con la formato
deshidrogenasa (1.2.1.2), acoplada a la reduccion catalizada por diaforasa del

colorante no fluorescente, resarzurin, a la sustancia fluorescente resorufin.

La sangre total previamente desproteinizada con ZnSO4.7H,O 7.5%, fue
centrifugada a 35 000 g durante 20 minutos y el sobrenadante libre de proteinas
fue utilizado para la determinacion de formato. El analisis se llevd a cabo en dos
pasos. En el primer paso, 0.1 ml del sobrenadante se mezclaron con 0.1 ml de
una solucion de NAD" 10 mM, 0.1 ml de tampdn fosfato de potasio (pH 7.4, 20
mM) y 50 pl de solucion de FDH (0.05 U de formato deshidrogenasa en 1 ml de
tampén fosfato de potasio que contiene 1 mg de NAD"). Esta mezcla se incub6 a
37°C durante 15 minutos y en un segundo paso se afiadieron 0.1 ml de diaforasa
(4 U/ml), 50 ul de solucion de resarzurin (0.2 mg/ml) y 0.5 ml de tampén fosfato
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(pH 6.0, 200 mM). Los tubos se agitaron y se continud la incubacién por 5 minutos
mas a 37° C. Seguidamente los tubos se sumergieron en agua hirviendo durante 3
minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se afadieron 5 ml de agua
destilada, se mezclé bien el contenido y se leyd en un espectrofluorimetro
Aminco-Bowman a 565/590 nm. Se prepard una curva de calibracion con formato
de sodio (0.2 -2.5 ug/ml) y se calcularon a partir de la misma las concentraciones
de formato en sangre, las cuales se expresaron en mmoles/L. El CV intraensayo

fue 4.3% y el interensayo, 7.5%.

C) Analisis de aminoacidos:

Los aminoacidos se determinaron por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con deteccion fluorescente segun el método detallado en el acapite 3.1.4
(B). La corrida cromatografica se detuvo después de la tirosina, ya que el interés
fundamental estaba en los aminoacidos neuroactivos (Asp, Glu, Gly, GABA y
Tau). Se determinaron 14 aminoacidos en plasma, retina, nervio optico, corteza
posterior e hipocampo: Asp, Glu, Asn, Ser, His, GIn, Gly, Thr, Arg, Ala, Htau, Tau,
GABA y Tyr. En los anexos 5, 6 y 7 se muestran los cromatogramas
correspondientes. El contenido de los aminoacidos se calculdé segun el método
del estandar externo y se expreso la concentracion en nmoles/mg de proteina
para el tejido y en nmoles/ml para el plasma. El porciento de recobrado de los
aminodcidos de los tejidos estuvo entre 89 y 95%.

El numero de animales estudiados en plasma y tejidos nerviosos no siempre
coincidié con lo que se refleja en la tabla del protocolo del experimento correspondiente
por diferentes motivos: hemdlisis o coagulacion de la sangre, homogeneizado insuficiente
por necesidad de repeticion del analisis, rotulacién no legible en el vial de congelacion y
en el caso de retina y nervio optico, un animal de cada grupo se utilizé para los estudios

histoldgicos.

3.2.4 Andlisis estadistico:

Para la confeccion de las bases de dato se utilizé el programa Statistica para
Windows (Statsoft, Inc, 2000) y para los calculos estadisticos se consulté este
programa y Sigarroa (1985). Se calcularon las medias y el error estandar de cada
una de las variables cuantitativas. Para las comparaciones entre las medias de
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dos grupos se empled la prueba t de Student o la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney. Se empled el ANOVA o la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis para las comparaciones entre mas de dos grupos. La prueba de Duncan se
utilizé para las comparaciones de medias pos hoc. Para las comparaciones entre
variables cualitativas se empled la prueba Chi Cuadrado. Se utilizd el coeficiente
de correlacion no paramétrico de Spearman para buscar asociacion entre las
concentraciones de aminoacidos en suero y LCR y las variables clinicas

cuantitativas. Se trabajo con un nivel de significacion menor de 0.05.
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4.1 NEUROPATIA OPTICA EPIDEMICA.

4.1.1 Descripcion clinica de los pacientes.

Las principales manifestaciones clinicas correspondieron al sistema nervioso y
en la mayoria de los pacientes el déficit visual fue el motivo de consulta médica.
Referian vision borrosa que se desarrollaba en dias o semanas y que mejoraba
algo en el crepusculo. Excepcionalmente los pacientes refirieron de forma
espontanea toma de la vision cromatica, aunque en todos se comprobd este
defecto al explorar con las tablas pseudocromaticas de Ishihara (Manual de la
prueba de Ishihara, 1992). En la Tabla 3 se muestran las principales
manifestaciones clinicas encontradas al examen fisico.

Tabla 3: Principales hallazgos clinicos en los pacientes con
neuropatia 6ptica epidémica.

Sintomas N %

Disminucion de la agudeza visual 205 | 100.0

Afectacion de la vision a color 205 | 100.0
Aumento de la mancha ciega 172 | 84.1
Fondo de ojo normal 127 | 62.0
Palidez papilar 53 25.7
Escotoma cecocentral 33 15.9
Escotoma central 8 3.9
Daro neuroldgico asociado 125 | 61.0
Acroparestesia 58 28.5
Debilidad de miembros inferiores | 42 20.5
Disminucion de la audicion 26 12.7
!Z)olo.r y calambres en miembros 24 115
inferiores

Nistagmo 16 7.8
Sintomas disautonémicos 16 7.8
Ataxia 5 2.4
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Hay que destacar que la disminucion de la agudeza visual fue leve en 4
pacientes (2.0%), moderada en 88 (42.9%) y severa en 113 (55.1%). La
afectacion de la visiéon a color fue leve en 6 pacientes (2.9%), moderada en 35
(17.1%) y severa en 164 (80.0%). Se observaron diversos grados de palidez
papilar, la mayoria de tipo ligero y localizacion temporal.

Ochenta pacientes (39%) presentaron la forma éptica pura de la enfermedad vy
125 present6 ademas dafio neuroldgico asociado (61.0%). El dafo neurolégico
fue ligero en 35 pacientes (28.0%), moderado en 49 (39.2%) y severo en 41
(32.8%). La acroparestesia y la debilidad en miembros inferiores, fueron los
sintomas neurolégicos mas frecuentes, seguidos en orden de importancia del
dolor en miembros inferiores, calambres en los pies y la disminucion de la
audicion.

En la Fig 4 se muestra la distribucion de los pacientes con NOE de acuerdo a los
dias de evolucion en el momento de la toma de las muestras de sangre y LCR.
Como se puede observar, la mayoria de los pacientes (81.5%) se encontraban

entre los 16 y los 120 dias de evolucion de la enfermedad.

707

60

50

40}

30

No de casos

20

10t}

0-15 16 - 30 31-60 61-120 >120
Dias de evolucién
Fig 4: Dias de evolucion de la neuropatia optica epidémica
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4.1.2 Analisis de las proteinas del LCR en pacientes con neuropatia optica
epidémica.

Conjuntamente con el estudio proteico del LCR, se realiz6 el estudio celular, el
cual arrojo conteos celulares normales en todos los pacientes (0-8 células).

El estudio cuantitativo del perfil proteico en suero y LCR de estos pacientes se
muestra en la Tabla 4. Se observé un incremento altamente significativo de las
concentraciones de PT, albumina e IgG en el LCR y de albumina sérica en los
pacientes con NOE. No se detectaron diferencias en el contenido de las
inmunoglobulinas séricas estudiadas ni en el indice que cuantifica la sintesis
intratecal de IgG.

Tabla 4: Concentracion de las variables bioquimicas en suero y LCR

de pacientes con neuropatia optica epidémica

Variables Controles | Pacientes NOE ¢ 0

bioquimicas (n) (n)

PT Lcr 39.8+1.2 48714~

Alb  cr 19.0 £ 0.6 20.3+1.3*

I9G Lcr 2.94 +0.15 421 £0.25*

(mg/dl) (68) (113) 3.787 0.0002
. 0.466 £ 0.017 0.476 £ 0.020

Indice IgG (68) (51) 0.392 ns

Alb ¢ 3968.1 + 78.4 45541 +£95.0"* 4.794 0.00005

(mg/dl) (68) (52) ' '

19G 1342.9 +42.4 1347.5 £ 40.7 0.075

(mg/dl) (68) (102) : ns

IgA 318.6 £ 28.3 296.4 + 16.9

(mglsdl) (19) (65) -0.636 ns

Los estudios electroforéticos del LCR arrojaron

patrones diferenciales en

controles y pacientes, los cuales se resumen en la Tabla 5. En ambos grupos
predomind el patrén normal, aunque este fue significativamente mas frecuente
en el grupo control (p < 0.001). El dafio de la BHE estuvo presente en la cuarta
parte de los pacientes con NOE y el porcentaje de casos con la BHE danada fue

mas elevado en los pacientes que en los controles (p < 0.001). En los controles
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no se detecto la presencia de bandas oligoclonales, mientras que aparecieron en
un 12.0% de los pacientes estudiados (si consideramos los que tienen bandas
oligoclonales solas y aquellos en los que se detecté conjuntamente dafo de
BHE y bandas oligoclonales). El patron degenerativo estuvo presente en

aproximadamente el 1.0% de los controles y pacientes.

Tabla 5: Patrones electroforéticos del LCR en pacientes con NOE

(V) 1 (V)
Patrones electroforéticos Controles (%) Pacientes NOE (%)
(n) (n)
Normal 94.9 % 63.9% **
(56) (117)
Dafio de BHE 3.4% 22,9% **
(2) (42)
Bandas oligoclonales 0 9.3% *
(0) (17)
Darfo BHE + B. Oligoclonales 0 2.7%
(0%) (5)
Degenerativo 1.7% 1.1%
(1) 2)

Comparacion de proporciones: * p < 0.05; ** p < 0.001
Entre paréntesis: numero de pacientes

El analisis del estado funcional de la BHE se hizo empleando tanto los
resultados de la electroforesis de proteinas del LCR, como el indice Q. El
resumen de los mismos se puede observar en la Fig. 5, donde se ve que por
ambos métodos hay un incremento significativo de la permeabilidad de la BHE

(p < 0.01) en aproximadamente la cuarta parte de los pacientes con NOE.
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Fig 5: Dafio de BHE en pacientes con neuropatia 6ptica epidémica
* p <0.01 (Prueba de comparacion de proporciones)
EFP: Electroforesis de proteinas

Al efectuar comparaciones de acuerdo al tipo de presentaciéon clinica de la
enfermedad (formas 6ptica y mixta), no se observaron diferencias significativas
entre ambos grupos con respecto a las variables bioquimicas determinadas en
suero y LCR, a los patrones electroforéticos del LCR, ni a los indices
correspondientes con el estado funcional de la BHE y la sintesis intratecal de
IgG (resultados no mostrados).

Se observd un mayor porcentaje de pacientes con incremento de la
permeabilidad de la BHE entre los 16 y 120 dias de evolucion con respecto a los
rangos extremos (p < 0.05); sin embargo, la presencia de bandas oligoclonales

no estuvo relacionada con el tiempo de evolucién (Fig 6).
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Fig 6: Dafo de BHE y bandas oligoclonales segun el tiempo de evolucion de
la enfermedad

Chi cuadrado: Daiio BHE p < 0.05; B.Oligoc. ns

No se encontrd asociacion entre la severidad del dafio oftalmoldgico (afectacion
de la agudeza visual y de la vision a color) y las variables bioquimicas
estudiadas. Tampoco se encontré asociacién con el estado funcional de la BHE
ni con la sintesis intratecal de 1gG.

Al distribuir a los pacientes de acuerdo al dano neurolégico en dos grupos
(Tabla 6): dafio neuroldgico severo (DNS) y dano neurolégico no severo (DNNS)
(grupo que incluye a los pacientes con dafo neurolégico ligero y moderado mas
los pacientes sin alteraciones neurologicas) se pudo observar que en los
pacientes con DNS habia cifras significativamente mas elevadas de PT en el
LCR (p < 0.05) y de IgA en el suero (p < 0.01).
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Tabla 6: Variables bioquimicas en suero y LCR y severidad del dafo

neurolégico.

Variables Daino Neurolégico
bioquimicas DNS DNNS
58.1+49* 485+1.8
PT Lcr (mg/di) (22) (129)

_ 31.8+3.1 287+1.4

Albumina | cr (mg/dl) (14) (57)
5.09 £ 0.52 4.05 £ 0.27
IgG LCR (mgldl) (18) (95)

. 0.503 + 0.046 0.471 £ 0.023
Indice IgG (8) (43)
Albimina s (mg/dI) 4750.5(94_; 241.5 4513.(04;)103.4

1490.6 £ 99.2 1328.4 £44.0
IgG s (mg/dl) (12) (90)

425.8 £ 89.0 ** 280.8 £ 14.7
IgA s (mg/dl) 7) (58)

Entre paréntesis: numero de pacientes

DNS: Dafio neurolégico severo

DNNS: Dafio neurolégico no severo + sin dafo neurolégico
t de Student: *p <0.05; **p <0.01

El analisis del estado funcional de la BHE segun los resultados de la
electroforesis del LCR y el indice Q (Fig 7) revel6 un mayor porcentaje de
pacientes con permeabilidad incrementada de la BHE en el grupo de pacientes
con DNS (p < 0.05) con respecto a aquellos sin dafio neurolégico severo. Sin
embargo, al analizar la presencia de bandas oligoclonales de acuerdo a la
severidad del dafio neurolégico (Tabla 7), se observd una asociacion
significativa (p < 0.01) entre la presencia de bandas oligoclonales y el DNNS.
Llama la atencion que de los 21 pacientes que presentaron bandas

oligoclonales, ninguno correspondia al grupo con dafio neurologico severo.
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Fig 7: Severidad del dafio neurolégico e incremento de la permeabilidad de la
BHE en pacientes con NOE
DNS: Daio neurolégico severo; DNNS: Daio neurolégico no severo
EFP: Electroforesis de proteinas Chicuadrado: p <0.05

Tabla 7: Presencia de bandas oligoclonales y severidad del
dafo neurolégico

Presencia de bandas Dano Neuroloégico
oligoclonales DNS DNNS
Si 0 21
No 33 128
Total 33 149

X? =8.990, p = 0.0027
DNS: Daio neurolégico severo, DNNS: Dafio neurolégico no severo

El estudio del LCR que se realizé en los 12 pacientes estudiados durante el
periodo endémico, arrojo resultados similares a los del periodo epidémico:
elevacion del valor medio de las PT (50.7 £ 5.1 mg/dl) con respecto al control
(39.8 £ 1.2 mg/dl) e incremento de la permeabilidad de la BHE en 3 pacientes

(33.3% de los casos).
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3.1.3 Anadlisis de aminoacidos en suero y LCR de pacientes con neuropatia

optica epidémica y endémica.

Al comparar el patron de aminoacidos séricos en los pacientes estudiados

durante el periodo endémico con el grupo control, se observé una disminucién
significativa de Asp (t = 2.246, p = 0.032), Tau (t=2.208, p = 0.035) y Thr

(t =2,237, p = 0.035) (Tabla 8). No se encontraron diferencias significativas de

las concentraciones séricas de los demas aminoacidos entre controles y

pacientes.

TABLA 8: Concentracion de aminoacidos en el suero de

pacientes con Neuropatia Optica Endémica

Aminoacidos Control Endemia
(nmoles/ml) (n=19) (n=12)
Asp 33,151 16,2+ 49*
Glu 114,2 £ 19,5 142,0 £ 59,4
Asn 69,2 + 15,7 52.8+7,9
Ser 100,4 £ 8,0 102,0 £ 12,8
His 93,3+8,0 91,2+ 11,0
GIn 810,1 £ 69,9 954,2 + 131,5
Thr 290,2 £ 23,3 213,8+23,6*
Arg 124,3 +12,4 122,05 + 24,8
Gly 266,0 £ 31,6 243,6 £ 50,8
Ala 377,2 + 30,8 394,1+315
Tau 118,9+ 12,9 73,7+ 159"
Tyr 54,8 +6,3 50,5+7,0
Val 207,2+ 15,9 207,4 £ 21,6
Met 20,4 +29 19,3+4,0
Trp 58,5+5,6 52,5+9,1
lle 70,1 +5,0 756 +7,7
Phe 932+7,8 82,1+9,0
Leu 116,2 + 11,3 107,8 £ 14,8
Orn 101,5+ 11,3 135,1 £ 19,6
Lys 141,6 £ 16,4 191,6 £ 41,7

*p < 0.05 (t de Student)

Tampoco se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de los

aminoacidos séricos al comparar los pacientes de acuerdo a la forma clinica de

la enfermedad (6ptica o mixta).
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El calculo del coeficiente de correlacién de Spearman demostré una asociacién
significativa entre las concentraciones séricas de Arg, Tau, Trp y Phe con la
agudeza visual (r = 0.850, p = 0.002, r = 0.679, p = 0.031,r=0.722, p = 0.018 y
r=0.709, p = 0.021 respectivamente). No obstante, no se demostrd correlacion

entre la vision a color y las concentraciones séricas de aminoacidos.

Las relaciones asp/tau y tau/val disminuyeron significativamente en el suero de

los pacientes con respecto al control, mientras que la relacion glu/tau aumenté
(Fig 8).

mmmm Control
1 Endemia -

*p<0.05

: i B
Asp/Glu GluTau TawVal

Fig 8: Relacion de aminoacidos séricos en el periodo endémico

En el LCR (Tabla 9) se observd un incremento significativo de la concentracién
de Asp (p < 0.01) y Glu (p < 0.05), asi como una disminucién (p < 0.05) de Met
con respecto al control durante el periodo epidémico; mientras que en el periodo
endémico hubo incremento significativo de Glu (p < 0.05), Thr (p < 0.01) y Met (p
< 0.01). Al comparar los resultados de los periodos epidémico y endémico entre
si, se observaron niveles mas elevados de Thr y Met en la endemia (p < 0.01) y
de GIn en la epidemia (p < 0.05).

Por otro lado, en la epidemia se encontrd una disminucién significativa de Thr en
el LCR de la forma mixta de NOE con respecto a la dptica (Z = 2.205, p = 0.027),
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mientras que en la endemia hubo una disminucién de metionina en la forma
mixta (Z = 2.066, p = 0.039).

TABLA 9: Concentracion de aminoacidos en el LCR de
pacientes con Neuropatia Optica Epidémica y Endémica.

Aminoacidos Control Epidemia Endemia ANOVA
(nmoles/ml) (n=20) (n=16) (n=10) F p
Asp 30+ 0,4 73+ 1,4* 3,5+ 0,5 6.642 | 0.003
Glu 45+0,6 16,3+58 " 36,7 £ 15,1* | 3.299 | 0.049
Asn 98+1,7 10,6 £ 1,5 9,3+1,8 0.163 ns
Ser 26,3+4,3 28,3+3,8 258+4,3 0.108 ns
His 16,0 + 1,8 19,4 + 2,7 17,6 +2,4 0.493 ns
Gin 385,9+39.0 | 537,8+59,6 +| 379,6 +55,3 | 2.866 ns
Tre 10,2+14 10,5+1,7++| 416 +16,7*" | 6.170 | 0.004
Arg 63,5+11,4 31,9+6,6 51,1+14,8 | 2.413 ns
Gly 32,0+ 5,6 32,2+6,8 51,1+13,6 | 1.423 ns
Ala 410+7,9 36,5+5,9 48,8 +10,5 | 0.631 ns
Tau 4,1+0,5 56+0,8 8,6 +3,8 1.193 ns
Tyr 17,4 + 3,1 12,1+ 3,0 16,3 £ 3,8 0.783 ns
GABA 13,0 + 3,2 13,6 + 2,3 13,4+ 2,3 0.005 ns
Val 14,5+2,8 244 +45 26,8 +84 1.323 ns
Met 14,4+ 20 58+ 1,3" ++ 24,2 +4,0* [11.897|0.0001
Trp 8,7+1,2 96+1,4 14,2 £ 3,1 0.879 ns
lle 95+1,3 11,7£1,5 18,4 + 8,5 1.520 ns
Fen 9,7+1,4 12,5+24 21,7+ 7,7 2.180 ns
Leu 19,2+ 3,2 23,6+4,0 27,5+8,2 0.540 ns
Lis 27,5+34 39,7+4,8 27,1+6,2 2.200 ns
* p<0.05 *p<0.01 (Prueba de Duncan vs Control)

+ p<0.05; ++ p<0.01 (Prueba de Duncan: Epidemia vs Endemia)

No se observo correlacion entre las concentraciones de aminoacidos en suero y
LCR, ni entre los niveles de aminoacidos en el LCR y la severidad de los signos
clinicos.

No se encontré asociacion entre el estado funcional de la BHE vy las
concentraciones de aminoacidos en el LCR, excepto en el caso de la His, que
presento niveles mas bajos en los pacientes con dafio de la BHE (Z = -2.085, p
= 0.037).

El calculo de las relaciones de aminoacidos en el LCR demostrd elevacion de

los indices Glu/Tau, Glu/Gly y GABA/Gly (Fig 9) en los pacientes estudiados en
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el periodo epidémico (p < 0.05) con respecto al control y elevacion de estos tres
indices y de Asp/Tau, Glu/GABA, Glu/Val, Thr/Val, Tyr/Val, Thr/Tau y Met/Tau (p
< 0.05) durante el periodo endémico (Fig 10 ).

6 I Control *
[ Epidemia
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J o

*p < 0.05
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Glu/Tau Glu/Gly GABA/Gly

Fig 9: Relacion de aminoacidos en LCR en periodo epidémico

HEE Control
T Endemia

S S o oF & & @@
F ¥ S \ &S &
W P T

o

Fig 10: Relacién de aminoacidos del LCR en el periodo endémico
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4.2 ADMINISTRACION CRONICA DE METANOL EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION.

4.2.1 Administracion crénica de metanol en ratas y suplemento de Tau.

A) Niveles de formato en sangre de ratas tratadas con metanol

En la Fig. 11 se presentan las concentraciones de formato en sangre de los 6

grupos experimentales. La comparacion post-hoc de las medias mediante la

prueba de Duncan demostré un incremento significativo de las concentraciones de

formato en sangre en las ratas tratadas con MeOH con respecto a los grupos

Control, MTX y Tau (p < 0.05). El tratamiento con MTX-MeOH y Tau-MTX-MeOH
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Fig 11: Concentracion de formato sanguineo en ratas tratadas con metanol
MeOH: Metanol; MTX: Metotrexate; Tau: Taurina 2%

produjo elevacion de formato (p < 0.0001) con respecto a los restantes grupos
(Control, MeOH, MTX y Tau). La administracién de Tau al 2% en el agua de beber
no tuvo ningun efecto sobre los niveles basales de formato, ni modifico el
aumento producido por el MTX-MeOH.

En los animales que fueron tratados con MTX se observé un menor incremento
de peso al finalizar el tratamiento (113.5 £ 5.4 g) con relacion a los no tratados
con MTX (143.0 = 5.0 g), diferencia que resulté altamente significativa (t = 3.950,
p = 0.0004) al aplicar la prueba t de Student.
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B) Analisis de aminoacidos.

La administracion de MTX-MeOH durante 2 semanas no produjo variaciones
significativas en las concentraciones plasmaticas de los aminoacidos estudiados,
mientras que la adicion de Tau 2% al agua de beber, produjo un incremento de las
concentraciones plasmaticas de Tau e His. La adicién de MTX-MeOH (grupo Tau-

MTX-MeOH) no revirtié el incremento de Tau, pero si el de His (Fig 12).
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Fig 12: Concentracion de taurina e histidina en plasma
MeoH: Metanol; MTX: Metotrexate; Tau: Taurina 2%

Aunque la administracién de Tau 2% incremento los niveles plasmaticos de Tau,
no se detectd incremento de Tau a nivel tisular (retina, nervio éptico, hipocampo y
corteza posterior).

En los Anexos 1 y 2 se presentan las tablas con las concentraciones de
aminoacidos en retina y nervio 6ptico de los animales que fueron tratados con
MeOH durante dos semanas. El ANOVA no arrojo diferencias significativas entre
los grupos para ninguno de los aminoacidos en retina, mientras que en nervio
optico se encontré una diferencia significativa (F= 4.684, p = 0.005) para el Asp.
La comparaciéon post-hoc de medias con la prueba de Duncan, demostré una
elevacion significativa (p < 0.05) del contenido de Asp en nervio éptico en los dos
grupos tratados con MTX-MeOH (MTX-MeOH y Tau-MTX-MeOH) con respecto al

control. Llamé la atencion que con el método empleado no se pudo detectar
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tirosina en retina, mientras que en nervio 6ptico se pudo cuantificar en todos los
grupos. No se observé correlacion entre los niveles de los diferentes aminoacidos
en retina y nervio 6ptico.

En el hipocampo se observé un incremento en el contenido de Glu, GIny Tau en
todos los grupos donde se administré MeOH (p < 0.05), independientemente de
que se adicionara MTX y/o Tau 2% (Tabla 10). Los niveles de Asp también se
encontraron elevados en el hipocampo de las ratas tratadas con MeOH y MTX-
MeOH (p < 0.05), no asi en el grupo donde ademas se administré Tau al 2% (Tau-
MTX-MeOH). Los demas aminoacidos estudiados no mostraron diferencias
significativas entre los diferentes grupos experimentales.

En la corteza posterior no se observo variacion de los niveles de aminoacidos en

ninguno de los grupos experimentales (datos no mostrados).

Tabla 10: Concentracion de aminoacidos en el hipocampo de ratas de
acuerdo al tratamiento

Asp Glu GIn Tau
Grupos n (nmol/mg (nmol/mg (nmol/mg (nmol/mg
prot) prot) prot) prot)
Control 6 122+ 27 428 £ 8.5 121+1.6 23154
MeOH 6 36.9+96* |1209+268*| 67.5+140* | 91.1+18.7"*
MTX 7 26653 78.5+£9.6 43.3+6.5 62.1+13.2

MTX-MeOH 7 324+6.5* | 90.2+183* | 886+ 16.7* | 70.7+19.5*

Tau 5 145+ 3.0 472+7.5 278+ 24 43.1 +£10.2
Tau-MTX- 7 246+42 |1008+145*(614+122*|694+106"*
MeOH
MeOH: metanol; MTX: metotrexate; Tau: Tau 2%
ANOVA:
Asp: F538) = 2.603; p =0.043 * Duncan: p < 0.05 vs Control

Glu: F(s3s) = 3.391; p=0.014
GIn: F(5,38) = 3.508; p= 0.012
Tau: Fs38 =2.581; p=0.045
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4.2.2 Administracion créonica de metanol en animales con déficit de taurina.

a) Determinacion de la concentracion de formato en sangre.

En el presente experimento, la administracion cronica de metanol en ratas
produjo una elevacion de los niveles de formato en sangre (similar al descrito en
el acapite 4.2.1) en aquellos animales tratados con MTX-MeOH y B-ala-MTX-
MeOH (F3, 177 = 33.124, p = 0.00001). La administracion de B-ala al 5% no
modificé los niveles basales de formato, ni el incremento producido por el MTX-
MeOH.

Se observo un menor incremento de peso en los animales tratados con -Ala al
5% con respecto a aquellos que recibieron agua corriente para beber: 186.8 +
10.8 y 234.5 + 5.9 g respectivamente (t = 3.883, p = 0.003).

b) Analisis de aminoacidos

Después de 6 semanas de tratamiento (Tabla 11), se observaron niveles
significativamente mas bajos de Tau plasmatica (52.3% de la media del grupo
control) en las ratas tratadas con B-Ala al 5% (p < 0.05). No se detectaron
variaciones en las concentraciones de los demas aminoacidos en el plasma con
la administracion de B-Ala al 5% (no se muestran los datos). El peso de las ratas
al final del experimento estuvo correlacionado significativamente con los niveles
plasmaticos de Tau en el grupo tratado con B-Ala (r = 0.822, p = 0.045), pero no

en el grupo control.
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Tabla 11: Concentracién de taurina en el plasma y tejidos neurales de ratas

tratadas con pB-alanina al 5% (m * es).

Tau (umol/mg prot) Tau (umol/mg prot)
Tejidos 3 semanas 6 semanas

Control B-Ala 5% Control B-Ala 5%

(n=4) (n = 5) (n=6) (n=6)
Plasma (umol/L) nd nd 619.6 £ 99.4 | 323.9 + 84.9*
Retina 196.3 + 39.1|155.1 £ 20.8 | 265.0 £ 62.2 | 295.3 + 36.7
Nervio 6ptico 86.6+12.0 | 59.6 £11.6 | 138.5+21.2 | 119.8 £49.5
Corteza posterior nd nd 282+15 21.0+1.2*
Hipocampo 274+06 |182+04* | 212107 17.2 £ 0.8**

*p<0.05 * p<0.01conrespecto al control (t de Student)

nd: no determinado

La administracion sola de B-Ala al 5% no modificé la concentracion de Tau
(Tabla 11), ni de ninguno de los demas aminoacidos estudiados en la retina y
nervio optico con respecto al control, después de 3 y 6 semanas de tratamiento.
No obstante, si produjo una disminucion significativa (p < 0.01) de la
concentracion de Tau en la corteza posterior a las 6 semanas de tratamiento
(74.5% del valor medio del control) y en el hipocampo a las 3 y 6 semanas de
tratamiento (68.6 y 81,1% respectivamente del valor medio del grupo control).
No se observaron variaciones en las concentraciones de otros aminoacidos en
corteza posterior e hipocampo con la administracion de p-Ala al 5%.

Se observaron variaciones significativas de la concentracion de Thr en la retina
con los diferentes tratamientos (Fig 13), la cual se encontraba marcadamente
elevada (p < 0.05) en aquellos animales que recibieron p-ala-MTX-MeOH
(p < 0.05). La B-Ala al 5% o el MTX-MeOH, administrados independientemente,
no modificaron los niveles retinianos de Thr. No se detectaron cambios en las

concentraciones de los demas aminoacidos en la retina.
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Fig 13: Concentracion de treonina en la retina de ratas tratadas
con B-alanina al 5% y metanol

El contenido de Asp fue significativamente mas elevado (p < 0.05) en el nervio
optico de aquellos animales tratados con MTX-MeOH, independientemente de la
administracion de B-Ala al 5% (Fig. 14).
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Fig. 14: Concentracion de aspartato en el nervio optico de ratas
tratadas con B-alanina al 5% y metanol.
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La combinacién de B-ala-MTX-MeOH produjo un incremento significativo de la
concentracion de asparagina en el hipocampo, mientras que no se observo
ningun efecto en los otros grupos de tratamiento (Fig. 15). No se detectaron

variaciones en las concentraciones de los demas aminoacidos.
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Fig 15: Concentracién de asparagina en el hipocampo
de ratas tratadas con B-alanina al 5% y metanol
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V. DISCUSION

5.1 NEUROPATIA OPTICA EPIDEMICA.

5.1.1 Estado funcional de la barrera hematoencefalica y composicion de
proteinas del LCR en pacientes con NOE.

La caracterizacion clinica de los pacientes incluidos en el presente trabajo
(tanto los estudiados durante el periodo epidémico como el endémico) mostré un
comportamiento muy similar a lo reportado por otros autores para esta
enfermedad (Batista y Serrano, 1997; CNFIT, 1995; Roman, 1994). La mayoria
de los pacientes eran adultos jovenes o relativamente jévenes (edad media
alrededor de los 45 afos), masculinos, frecuentemente fumadores y tomadores
de bebidas alcohdlicas. Presentaban un sindrome polimorfo con sintomatologia
clinica diversa, donde predominaban las manifestaciones neurodpticas sobre las
polineuropaticas: disminucion de la agudeza visual de instalacion progresiva,
deterioro de la vision de colores, escotoma central o cecocentral, con
alteraciones nulas o escasas de los reflejos pupilares y del fondo de ojo. En los
pacientes con la forma mixta de la enfermedad se presentaron alteraciones
neurolégicas asociadas, caracterizadas basicamente por manifestaciones
sensitivas simétricas en las extremidades (pinchazos o hincones, calambres,
adormecimientos y quemazén), trastornos sensitivos como anestesia o
hipoestesia en calcetin y/o guantes, principalmente para la sensibilidad vibratoria
y el tacto fino, acompafiadas en un pequeno porcentaje de pacientes de
alteraciones mielopaticas.

Las investigaciones realizadas en los pacientes con NOE aportaron
elementos que corroboraron hallazgos anteriores de disfuncion de la BHE
(Gonzalez-Quevedo y col, 1993). La elevacion de las PT, albumina e I1gG en el
LCR fue fundamentalmente consecuencia de un incremento de la permeabilidad
de la BHE, que se encontré6 en aproximadamente la cuarta parte de los
pacientes, mientras que solo un 10% presenté bandas oligoclonales, indicativas

de sintesis intratecal de inmunoglobulinas (Fishman, 1992).
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El incremento de la permeabilidad de la BHE, determinado por la relaciéon de
las concentraciones de albumina en suero y LCR, asi como por el patrén
electroforético del LCR, es un hallazgo relativamente frecuente en diferentes
enfermedades neurologicas: sindrome de Guillain Barré, meningoencefalitis,
enfermedad cerebrovascular, CIDP, EM en brote (Thompson, 1988; Fishman,
1992; Niebroj y col, 1992). El paso de proteinas a través de la BHE a nivel de los
ganglios de las raices dorsales y las raices ventrales ocurre de una manera
relativamente libre, pero en circunstancias patolégicas, como es el caso del
sindrome de Guillain Barré, esta barrera se hace mas permeable, de manera
que el nivel de proteinas totales en el LCR Ilumbar puede elevarse
significativamente (Thompson, 1988; Fishman, 1992; Hartung, 1998). En el
presente trabajo se encontrdé una asociacion entre la frecuencia de aparicién de
dafo de la BHE y la mayor severidad neurologica. Esto pudiera explicarse
porque en los casos con una expresion neuroldgica mas acentuada, la
afectacion de la BHE alcanza los raices de la médula, con la consiguiente
elevacion de las PT en el LCR lumbar.

El mecanismo por el cual se produce el dafo de la BHE en las
polineuropatias de origen no inflamatorio no estd claro, pero pudiera ser
consecuencia de una lesion metabdlica del endotelio vascular a nivel de la
barrera sangre-LCR y sangre-tejido nervioso (Siegel y col, 1999). Dos ejemplos
de alteraciones metabdlicas relacionadas con un incremento de la permeabilidad
de la BHE son la diabetes mellitus y la deficiencia de tiamina (Poduslo y col,
1988; Todd y Butterworth, 1999). La vulnerabilidad selectiva a nivel de las
células endoteliales de los capilares cerebrales de regiones especificas en la
deficiencia de tiamina, se ha asociada a un incremento en la produccion de
radicales libres, lo cual sugiere que los procesos de estrés oxidativo pueden
tener una funcién importante (Calingasan y Gibson, 2000; Todd y Butterworth,
1999). Probablemente no sea este el Unico mecanismo que pueda contribuir a
un dafio de la BHE en la NOE, pero hay que tenerlo presente, ya que aunque no
se encontré una mayor incidencia de deficiencia de tiamina en los pacientes que

en los controles, si fue mas frecuente en poblaciones donde la incidencia de la

64



enfermedad era mas elevada (Macias-Matos y col, 1996). No hemos encontrado
reportes previos acerca del estado funcional de la BHE en las neuropatias de
origen toxico-nutricional. No obstante, no se puede descartar que las
alteraciones metabdlicas que se producen como consecuencia de un disbalance
nutricional y/o las lesiones inducidas por un toxico pudieran dafar la BHE a
diferentes niveles del sistema nervioso. Un aspecto a tener presente en este
contexto es la relacion entre estrés mitocondrial, incremento de radicales libres y
dano de la BHE (Noseworthy y Bray, 1998).

La presencia de un virus Coxackie en el LCR de pacientes con NE ha sido
muy debatido y dio origen al desarrollo de una teoria nutro-viral de la
enfermedad (Mas Lago, 1998; Lago y col, 2001). La entrada al LCR de los virus
que se encontraban circulando en la poblaciéon (Mas y col, 1995) pudo haber
sido facilitada por el incremento de la permeabilidad de la BHE, demostrada en
aproximadamente la cuarta parte de los pacientes. Dado que el dafio de la BHE
se determina por mediciones solamente a nivel del LCR lumbar, es posible que
haya pacientes que tengan una permeabilidad alterada a nivel de los capilares
cerebrales y que no se detecte por los métodos empleados. De ser esta
suposicion acertada, la cantidad de pacientes con dafo de la BHE pudiera estar
subestimada. Existen técnicas imagenoldgicas mucho mas sensibles, como la
resonancia magnética nuclear con gadolinium, que pueden detectar las
alteraciones de la permeabilidad a nivel del tejido cerebral (Starr y col, 2003).

El analisis electroforético del LCR demostré la presencia de bandas
oligoclonales en el 12% de los pacientes, aunque el indice IgG no mostrd
diferencias significativas con el control. La presencia de bandas oligoclonales es
un hallazgo relativamente frecuente en enfermedades infecciosas e inflamatorias
del sistema nervioso y hasta hace aproximadamente un afio, constituyé uno de
los criterios para el diagndstico de la EM (Poser, 1998). El bajo porcentaje de
aparicion de bandas oligoclonales en los pacientes con NOE, no apoya la
hipdtesis de que en la enfermedad estén participando mecanismos inflamatorios

o autoinmunes de una manera significativa.
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La presencia de bandas oligoclonales de inmunoglobulinas en el LCR ha
sido descrita en un 5 — 10% de los pacientes con otras patologias del SNC:
infarto cerebral, demencia, tumores y lesiones estructurales (Link, 1976;
Kostulas, 1985; Cohen y col, 2000). Es necesario destacar que Strony y col
(1982) encontraron bandas oligoclonales en un 15% de pacientes con
neuropatias periféricas. Los mecanismos subyacentes a la aparicion de bandas
oligoclonales en algunas enfermedades no infecciosas ni inflamatorias del
sistema nervioso se desconocen, pero se piensa que pudiera estar relacionado
conque la lesion del tejido nervioso da lugar a la presentacion repetida de
antigenos al sistema inmune, lo cual unido a alteraciones de la BHE, pudiera
estimular la produccién de anticuerpos especificos (Cohen y col, 2000). En el
caso de la NOE pudiera hacerse una consideracion similar. No obstante, no se
puede descartar la posibilidad de que estos pacientes pudieran tener otra
afeccion del sistema nervioso que no esté relacionada directamente con la
epidemia y que clasificaron dentro del grupo por la similitud del cuadro clinico.
Por ejemplo, la presencia de bandas oligoclonales en pacientes con neuritis
optica retrobulbar ha sido descrita, asi como su posible relacién con la aparicion
posterior de EM (Cole y col, 1998; Pokroy y col, 2001).

5.1.2 Patron de aminoacidos en el suero de pacientes con NOE.

Existen escasas referencias acerca de la composicidon de aminoacidos en
las ambliopias y mieloneuropatias de origen toxico-nutricional, a pesar de que se
sostiene que la carencia de aminoacidos azufrados tiene un papel importante en
los mecanismos de destoxificacion del cianuro, compuesto central en la
fisiopatologia de estas entidades (Roman, 1994). Osuntokun y col (1968)
reportaron una disminucién del contenido sérico de aminoacidos azufrados en la
neuropatia ataxica tropical en Nigeria, con ausencia o disminucién de metionina
y cisteina. En el presente trabajo no se encontrdé disminucion de la metionina en
los pacientes con NOE estudiados durante el periodo endémico, mientras que la

cisteina no se pudo determinar con el sistema cromatografico empleado.
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Existen dos reportes relacionados con la composicion de aminoacidos en la
NE. Porrata y col (1995), después de una encuesta nutricional en la Isla de la
Juventud, senalaron que una dieta deficiente en aminoacidos esenciales estaba
fuertemente asociada con la enfermedad. Sin embargo, Pérez de Alejo y col
(1994) no encontraron modificaciones en las concentraciones de los
aminoacidos esenciales que determinaron en el plasma de 10 pacientes
estudiados durante el periodo epidémico (Thr, Val, Met, Lys, y Phe). Nuestros
resultados también indican que no existe una disminucion de los siguientes
aminodacidos esenciales en el suero de pacientes con NOE: Val, Met, Trip, Phe,
Leu, lleu y Lys. No obstante, se demostré disminucién de Asp, Tau y Thr, de los
cuales solo el ultimo puede ser considerado como aminoacido esencial en el
hombre.

La comparacion de las concentraciones de aminoacidos obtenidas en el
grupo control, con las reportadas por otros autores (Qureshi y Baig, 1988;
Orozco y col, 1989; Pérez de Alejo y col, 1994), no muestra variaciones
importantes de ninguno de los aminoacidos esenciales, que hagan pensar en un
déficit poblacional de base. Incluso, los niveles de Thr en controles y pacientes
estan por encima de lo que reportan estos autores. Por lo tanto, el estudio de los
aminoacidos en el suero de los pacientes con NOE durante el periodo endémico,
no mostré un patron que indique una situacion carencial importante en lo que se
refiere a los aminoacidos esenciales. Ademas, la falta de variacion de la Val, un
aminoacido antropométrico, considerado como indice de malnutricion cuando
esta reducido (Young y col, 1982) indica una condicién nutricional relativamente
aceptable. Esta afirmacion es apoyada por estudios evolutivos realizados
después de la epidemia, los cuales indicaban que a pesar de que los pacientes
habian tenido una mejoria clinica sustancial con el tratamiento vitaminico, la
situacion alimentaria no habia mejorado (Rodriguez-Ojea y col, 2000; Arnaud,
2001b).

El cuadro clinico de los pacientes con NE no corresponde con el cuadro
tipico de una desnutricion proteico-calérica (Worthington y col, 1979) y los

resultados del analisis de aminoacidos indican que el déficit de proteinas en la
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dieta no llega a traducirse en una afectacion de los niveles de aminoacidos
esenciales ni de albumina en el suero. Esto se podria explicar al menos por dos
mecanismos: 1) que la ingestion de proteinas vegetales logre suplir las
necesidades basicas de aminoacidos esenciales y 2) el aporte de aminoacidos
por destruccion del tejido muscular. No obstante, es indudable que al momento
del diagndstico existia un estado de deficiencia energética aguda, caracterizado
por una reserva corporal de energia deficiente y una insuficiente ingestién de
energia, macronutrientes y micronutrientes (Rodriguez-Ojea y col, 2000).

La disminucién de Tau en los pacientes con NOE pudiera revelar un déficit
especifico, ya que este aminoacido azufrado, que no forma parte de proteinas,
es condicionalmente esencial en el hombre, necesita de piridoxina para su
sintesis y esta casi exclusivamente presente en productos de origen animal
(Gaull, 1989; Lourenco y Camilo, 2002). La disminucion de Tau sérica también
podria responder a un incremento de su demanda por el organismo en las
condiciones de estrés oxidativo, dada su funcibn como agente antioxidante
(Keys y Zimmerman, 1999; Guérin y col, 2001). Barnouin y col (2001) también
reportaron niveles mas bajos de Tau en conglomerados de suero de pacientes
con la forma o6ptica de la NE. Sin embargo, en la muestra estudiada por Pérez
de Alejo y col (1994) no encontraron variacion de la concentracién de Tau en el
plasma de los pacientes con respecto a los controles, aunque estos autores no
especifican qué forma clinica de la enfermedad estudiaron.

La Tau juega una importante funcion tréfica en el sistema nervioso central y
especialmente en la retina y el nervio 6ptico (Lake, 1988; Lima y col, 1999). En
la retina es el aminoacido libre mas abundante (Militante y Lombardini, 2002) y
su deficiencia se ha demostrado que produce alteraciones retinianas vy
electrorretinograficas (ERG) en gatos, roedores y primates no humanos, vy
alteraciones ERG en nifos con nutricion parenteral prolongada (Gaull, 1989;
Huxtable, 1989).

Los hallazgos del presente trabajo: disminucidon de Tau sérica en los
pacientes con NOE, correlacion directa entre la concentracion de Tau y la

agudeza visual y la falta de correlacion con la severidad de los sintomas
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polineuropaticos, sugieren que este aminoacido podria estar desempefiando
alguna funciéon en los mecanismos fisiopatoldgicos de la forma oéptica de la
enfermedad. Asi, un déficit de Tau en la dieta unido a un incremento de la
demanda por el organismo y el sistema nervioso en particular, pudieran haber
contribuido al desarrollo de la NOE. La importancia de la nutricion para el
funcionamiento del sistema visual ha sido ampliamente revisado por Congdon y
West (1999).

La disminucion de Tau pudiera estar contribuyendo al incremento del estrés
oxidativo reportado en la NE al menos por dos mecanismos: 1) por su
contribucién a la disminucién de las defensas antioxidantes (Keys y Zimmerman,
1999; Militante y Lombardini, 2002), y 2) por una disminucion de la incorporacion
de Tau a los tRNAs mitocondriales, que ha sido invocado por Suzuki y col (2002)
como la causa de la miocardiopatia observada en gatos con bajos niveles de
Tau, de una forma similar a lo que ocurre en las encefalomiopatias
mitocondriales.

La Tau ha sido un suplemento utilizado como aminoacido protector en
diferentes condiciones (Kendler, 1989; Birdsall, 1998) y para el tratamiento de
algunas enfermedades del sistema nervioso en humanos: epilepsia, retinosis
pigmentaria, migrafa, enfermedad de Alzheimer (Fukuyama y Ochiai, 1982;
McCarty, 1996; Birdsall, 1998; Head, 1999; Pasantes-Morales, 2002). Al analizar
los neurotransmisores de la retina en la retinitis pigmentaria en ratas, se ha
reportado que probablemente el primer signo de degeneracion es la disminucién
del contenido de Tau (Okada y col, 2000). Por lo tanto, su uso como un agente
terapéutico en la NOE, incluyendo pacientes con secuelas, podria ser de interés
para mejorar la evolucion de esta enfermedad.

A diferencia de lo que ocurre en la desnutricion proteico-caldrica en que se
presenta una elevacion del Asp (Worthington y col, 1979; Jaffé y col, 1998), en
nuestros pacientes detectamos una disminucion de Asp en el suero. Esta
disminucién pudiera indicar un desbalance metabdlico con un incremento de su
consumo periférico y de su transaminacion para la formacion de oxaloacetato

que se incorporaria al Ciclo de Krebs (Siegel y col, 1999).
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Resulta interesante sefalar que en el suero de los pacientes habia un
incremento significativo de la relacion Glu/Tau, también elevada en la epilepsia y
en enfermedades neurodegenerativas (Perry y col, 1977; Van Gelder, 1978). Es
bien conocido que la Tau tiene una funcion significativa en la regulacion de los
eventos sefalizadores inducidos por Glu y que previene la excitacion por Glu a
través de la regulacion del Ca™ y del metabolismo energético (El Idrissi y col,
1998; Saransaari y Oja, 1999, 2000). La reduccion de la relacion Asp/Tau
detectada en estos pacientes, estando ambos aminoacidos disminuidos en el
suero, pudiera ser el resultado de una mayor reduccién de Asp. La relacién
disminuida Tau/Val no va a favor de una deficiencia nutricional general y apoya
la reduccidn selectiva de algunos aminoacidos en estos pacientes.

Los resultados de la cuantificacidon de aminoacidos en el suero de pacientes
con NOE apoyan los resultados de otras investigaciones que sugerian la
participacion de factores no puramente nutricionales en la etiopatogenia de la
enfermedad (Rodriguez-Ojea y col, 1998; Arnaud y col, 2001b), aunque no puede
obviarse la reduccion de ciertas moléculas o deficiencias selectivas que pudieran
actuar como un gatillo en una poblacion sometida a situaciones metabdlicas y

ambientales desfavorables.

5.1.3 Analisis de aminoacidos en el LCR de pacientes con NOE.

Uno de los resultados mas novedosos y de impacto cientifico del estudio en
humanos ha sido la elevacion de los niveles de aminoacidos excitatorios (Glu y
Asp) en el LCR en los pacientes con NOE. Se ha reportado que la
excitotoxicidad producida por el incremento de Glu y/o Asp participa en los
mecanismos responsables de la muerte neuronal en diversas enfermedades
neuroldgicas (Jiménez-Jiménez y col, 1998; Barkhatova y col, 1998; Gucuyener
y col, 1999; Skvortsova y col, 1999, Stover y Unterberg, 2000; Spreux-Varoquax
y col, 2002). Kaakkola y col (1990) reportaron una deficiencia de glutamico
deshidrogenasa (GDH), una enzima mitocondrial que participa en el catabolismo
del Glu, en pacientes con ataxia olivopontocerebelosa (OPC), lo cual puede traer

como consecuencia un incremento de Glu. Por este mecanismo, la deficiencia
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mitocondrial que se plantea en la NE podria explicar el exceso de Glu
encontrado en el LCR de estos pacientes. En el caso de las neuromielopatias
toxico-metabdlicas no hemos encontrado antecedentes en la literatura revisada
que aborde el perfil de aminoacidos en el LCR.

El Glu y Asp son los principales aminoacidos excitatorios en el SNC (Cotman
y col, 2000) y su concentracion en el LCR es un reflejo de los niveles
extracelulares de los mismos (Spreux-Varoquax y col, 2002). La elevacion
observada en el LCR no parece ser consecuencia del dafo de la BHE, por la
ausencia de correlacion encontrada entre los niveles en LCR y suero y los
resultados de Stover y col (1997). El incremento de Glu en el LCR indica que
puede haber afectacion a nivel del SNC en la NOE y apoya los resultados de los
estudios neurocognitivos realizados durante la epidemia que sugerian que
ademas de las lesiones de las vias visuales y del sistema nervioso periférico,
también estaba afectado el sistema nervioso central (Cubero y col, 1999). El
aumento de Glu, sin una elevacion compensatoria de la Tau (Stover y col, 1997),
da lugar a una relacién Glu/Tau incrementada en el LCR, lo cual empeoraria aun
mas las condiciones de excitotoxicidad, dada la funcién regulatoria de la Tau
sobre la transmisién glutamatérgica mencionada con anterioridad.

Aunque clinicamente no se han establecido diferencias entre los pacientes
del periodo epidémico y endémico (Santiesteban y col, 1997), si se detectaron
diferencias en cuanto a la composicion aminoacidica del LCR: mayor contenido
de Thr y Met en el periodo endémico y mayor de GIn en el periodo epidémico. Si
comparamos con resultados de controles cubanos reportados en 1989 (Orozco y
col, 1989) y con los valores reportados por Kaakkola y col (1990), podemos
inferir que los niveles de Thr en el LCR de los pacientes en la endemia estan
dentro del rango normal, mientras que en controles y pacientes del periodo
epidémico estan bajos. Se ha reportado una marcada disminucién de la Thr en
el cerebro de animales con deficiencia de tiamina (Reynolds y Blass, 1975) y
alteraciones severas del metabolismo de la Thr en la deficiencia de cobalamina
(Ebara y col, 2001). El reporte de deficiencia de tiamina en la poblaciéon y su

posible asociacion con la presencia de la enfermedad durante la epidemia
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(Macias-Matos y col, 1996), podria explicar los niveles mas bajos de Thr tanto
en controles como en pacientes. La Thr y Met (ambos aminoacidos esenciales),
a diferencia de otros aminoacidos neurotransmisores y neuromoduladores (Glu,
Asp, Gly, GABA, Tau), no tienen funciones bioldgicas inherentes al tejido
nervioso. La Thr atraviesa la BHE con relativa facilidad y puede ser convertida
en Gly por la enzima serina-hidroximetiltransferasa o treonina aldolasa (Maes y
col, 1998). Los niveles mas altos de Thr en el LCR del periodo endémico,
coinciden con mayores niveles de Gly en el LCR, aunque esta diferencia no
resulté significativa para la Gly.

La Met es un donante clave de grupos metilo y esta involucrada en la
metilacion de los neurotransmisores monoaminérgicos y fosfolipidos (Siegel y
col, 1999). Ademas, el nivel de Met en el LCR podria ser expresion de su
utilizacion para la formacion de S-adenosilmetionina, la cual tiene un papel
importante en el mantenimiento de los mecanismos antioxidantes del cerebro
(Villalobos y col, 2000; De la Cruz y col, 2000; Patra y col, 2001).

Como en el cerebro el ciclo de la urea es poco efectivo, la remocién del
amonio depende casi enteramente de la formacion de GIn por via de la GIn
sintetasa, una enzima de localizacion predominantemente astrocitica (Dawson y
col, 1995). La relacién Glu/GIn se mantiene dentro de limites relativamente
constantes en el sistema nervioso en condiciones normales (Perry, 1983) y en
nuestra casuistica, no se observo diferencia de esta relacion con el control, ni
entre ambos grupos de pacientes. Los niveles de GIn, aunque mas bajos en la
endemia con respecto a la epidemia, estaban dentro del rango aceptado como
normal en la literatura (Perry, 1983; Kaakkola y col, 1990), por lo que esta
diferencia pudiera no ser relevante desde el punto de vista metabdlico.

El incremento de las relaciones Glu/Tau, Glu/Gly y GABA/Gly en el LCR de
los pacientes con neuropatia epidémica y endémica puede indicar la prevalencia
de una condicion excitatoria con una compensacion a través del incremento de
GABA con relacion a Gly, un ligando de los receptores NMDA (Cotman y col,
2000). En el periodo endémico se detectaron otras relaciones de aminoacidos

aumentadas con respecto al control, sin embargo, en la comparacion entre el
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periodo epidémico y endémico sélo alcanzaron incremento significativo las
relaciones Thr/Val y Thr/Tau, probablemente relacionado con el mayor nivel de
Thr observado en el LCR de estos pacientes.

Podemos concluir que el aminograma del LCR en los pacientes con NOE
revela la existencia de un desbalance de aminoacidos que favorece la
excitotoxicidad tanto en la epidemia como en la endemia, con algunas
diferencias relativas al contenido de Met y Thr entre ambos periodos, cuyo

significado en esta patologia quedaria por esclarecer.

5.2 EXPERIMENTOS EN ANIMALES
5.2.1 Efectos de la administracion cronica de metanol.

El origen multifactorial de la epidemia de neuropatia ha involucrado el déficit
de micro y macronutrientes, sin que se haya podido establecer ninguno en
particular como causante. Uno de los hallazgos reportados en pacientes con
NOE fue un marcado déficit de folatos en mas del 50% de los casos e
hiperformatemia en el 25% (Eells y col, 2000b). Esto, conjuntamente con los
resultados de Sadun y col (1994) que sefalaban la presencia de
aproximadamente un 1% de metanol en muestras de ron de destilacion
artesanal tomadas en la provincia de Pinar del Rio, nos llevaron a plantear un
disefio experimental para comprobar si la elevacion ligera y prolongada de
formato (sin llegar a los niveles observados en la intoxicacion aguda) producia
alteraciones en el contenido de aminoacidos en diferentes regiones del sistema
nervioso. Sadun (1998) desarrollé un modelo de intoxicacién crénica por metanol
en ratas, que intentaba replicar las condiciones presentes en una parte de la
poblacién cubana durante el tiempo de la epidemia: ligera formatemia, con una
deficiencia crénica de folatos, y alcanzaron concentraciones de formato
sanguineo en los animales que oscilaron entre 2 y 6 mM. En el presente trabajo
se lograron obtener niveles incrementados de formato en las ratas tratadas con
MTX-MeOH (aproximadamente 1.0 mM), pero por debajo de los valores

anteriormente referidos. Estudios previos de intoxicaciones agudas tanto en
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humanos como en modelos animales, han reportado concentraciones
sanguineas de formato que varian entre 6 y 18 mM (Lee y col, 1994; Eells y col,
1996). Por lo tanto, se logré el propdsito de incrementar durante un tiempo
prolongado los niveles de formato por debajo de las concentraciones que estan
descritas que producen efectos toxicos agudos.

El menor aumento de peso en los animales deprivados de folatos por la
administracion de MTX, coincidio con los hallazgos de Sadun (1998) en
animales sometidos a una deprivaciéon alimentaria de folatos.

Como ya habiamos sefialado anteriormente, los efectos de la exposicion
subcrénica o cronica a bajos niveles de metanol han sido poco estudiados, los
disefios experimentales han sido muy variados y los resultados bastante
controvertidos (Lee y col, 1991,1994; Poon y col, 1994; Sadun, 1998).
Ingemansson (1983) describié cambios ERG en monos sometidos a la ingestion
cronica de metanol. Algunos autores no han reportado alteraciones histologicas
de retina y nervio Optico en animales expuestos crénicamente a la inhalacion de
metanol (Andrews y col, 1987; WHO, 1997). Sin embargo, en los estudios
conducidos por Sadun (1998) se observd degeneracidn axonal, vacuolizacion y
zonas de edema, asi como alteraciones a nivel de las mitocondrias en el nervio
Optico de los animales con deficiencia de folatos y tratados con metanol.

A pesar de que los sistemas neurotransmisores de la retina estan muy bien
definidos (Kalloniatis y Tomisich, 1999; Pow, 2001), no tenemos conocimiento de
que se hayan conducido estudios para aclarar el papel que desempefian los
sistemas aminoacidérgicos en la fisiopatologia de la toxicidad por metanol. Los
resultados del presente trabajo indican que no hubo alteraciones de las
concentraciones de aminoacidos en la retina, hipocampo y corteza posterior en
ninguno de los grupos de tratamiento.

El efecto principal de la administracién de MTX-metanol fue un incremento en
los niveles de aspartato en el nervio optico, lo cual coincide con una elevacion de
formato en la sangre en estos grupos de tratamiento. Estos resultados sugieren
que la elevacion de los niveles de aspartato pudiera estar relacionada con la

acumulacién de formato.
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¢, Como se pudiera explicar el aumento de aspartato en el nervio 6ptico y no
en la retina? luvone (1986) encontré que los niveles de aspartato y glutamato eran
mas elevados en la capa de células ganglionares que en las demas capas de la
retina; sin embargo reportaron que las concentraciones en nervio Optico eran
bajas y concluyeron que posiblemente estos aminoacidos o sus enzimas
sintéticas eran transportados rapidamente desde los cuerpos neuronales a las
terminaciones sinapticas. Teniendo en cuenta lo anteriormente referido y la
hipotesis desarrollada por Sadun (1998), el incremento de aspartato en el nervio
optico y no en la retina, podria explicarse por el retardo del transporte
axoplasmico, como consecuencia de la deplecidn energética provocada por el
efecto neurotoéxico del formato, que pudiera dar lugar a su acumulacion a nivel
axonal (nervio 6ptico). No obstante, también hay que tener presente que la retina
es una estructura mucho mas heterogénea que el nervio dptico, con una gran
diversidad neuronal (Masland, 2001), mientras que el nervio éptico esta formado
mayoritariamente por los axones de las células ganglionares (Zigmond y col,
1998). De esta manera, los cambios en la retina, si dependen de un grupo celular
especifico, podrian verse enmascarados.

El aspartato tiene dos funciones fundamentales en el sistema nervioso: en el
metabolismo energético intermediario y como neurotransmisor y precursor de
glutamato (Siegel y col, 1999). Aunque el Glu es considerado el principal
neurotransmisor que media la funcion excitatoria en el SNC, otros compuestos
activos naturales también pueden dar lugar a la activacion de los receptores de
aminoacidos excitatorios y el l-aspartato es el neurotransmisor que con mas
efectividad mimetiza las acciones del Glu (Cotman y col, 2000). Hay evidencias
de la presencia de compartimientos significativos de aspartato en la retina de
muchas especies, pero su patron de distribucion no apoya totalmente una funcién
como neurotransmisor (Pow, 2001). Sin embargo, los resultados de Kubrusky y
col (1998) indican que en la retina el aspartato modula la funcidon excitatoria sobre
una serie de células GABAérgicas a través de la activacion selectiva de receptores
NMDA.
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Endo y col (1999) encontraron disminucion de aspartato aminotransferasa
(AAT) mitocondrial en retinas isquémicas e hipdxicas en la rata, siendo ésta la que
tiene una actividad mas elevada entre las enzimas involucradas en el
metabolismo del Glu. Seria posible que en las condiciones de deficiencia
mitocondrial provocada por la administracion de metanol, la entrada de Ca*™ a las
células de la retina esté incrementada, con la consiguiente afectacion de la
actividad de varias enzimas, entre ellas la AAT, desplazando la reaccién de
transaminacion hacia la formacion de Asp, con la consiguiente elevacion de los
niveles del mismo.

Aunque los mecanismos excitotoxicos del Asp no se conocen totalmente, se
sospecha que actua a través de la activacién de los receptores NMDA, dando
lugar a la entrada de Ca™™ a las células (Cotman y col, 2000). Se ha observado
que las concentraciones elevadas de metanol, incrementan el Ca™ intracelular, y
se ha propuesto este mecanismo para explicar el edema y la hemorragia cerebral,
asi como los infartos cerebrales y retinianos inducidos por metanol (Li y col, 1999).
Otro mecanismo de elevacion del Ca*™ intracelular pudiera ser el fallo energético
mitocondrial secundario a la inhibicion de la citocromo oxidasa por el formato
(Nicholls y col, 2001). La posibilidad de que una alteracion de la homeostasis del
Ca"" esté involucrada en la lesién del nervio 6ptico inducida por isquemia cerebral
fue senalada por Levin y Gordon (2002). Kalloniatis y Tomisich (1999)
interpretaron los cambios en la localizacién del Asp en la retina del pollo y la
induccion de una intensa inmunorreactividad al Asp bajo condiciones andxicas en
la retina como una expresion de los cambios inducidos por el metabolismo en la
composicion de aminoacidos, probablemente debido a una alteracion en el
equilibrio de las reacciones catalizadas por aminotransferasas.

El incremento del contenido de Glu, Asp, GIn y Tau en el hipocampo de todos
los grupos de animales donde se administré metanol, independientemente de que
se adicionara MTX, sugiere que estas alteraciones son debidas a la accion directa
del metanol e independientes de la acumulacion de formato. Se han descrito
efectos directos de la administracion de metanol sobre las respuestas contractiles

de las arterias cerebrales en caninos, atribuidos a una disminuciéon critica de
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[Mg”] intracelular, que a su vez da lugar a un incremento de [Ca®'] intracelular (Li
et al, 1999). Ambos iones divalentes desempefian un papel crucial en la
regulacion de la accion de los neurotransmisores (Siegel y col, 1999). Asi, el
incremento de Asp y Glu en el hipocampo inducido por metanol pudiera proveer
una explicacion para algunos sintomas del SNC observados en la intoxicacién por

metanol, sobre la base de su acciodn directa sobre las arterias cerebrales.

5.2.2 Efecto de las variaciones en el contenido de taurina sobre los cambios
producidos por la administracion crénica de metanol.

Los resultados anteriormente senalados en los pacientes con NOE: deteccién
de niveles bajos de Tau plasmatica y la disminucién de la relacion Glu/Tau en el
LCR, que habla a favor de una falta de compensacion del incremento de Glu en el
LCR con un incremento de Tau, asi como los antecedentes del efecto protector de
la Tau sobre el SNC y especialmente a nivel del sistema visual, nos indujeron a
investigar los efectos de modificar las concentraciones de Tau en el disefio
experimental en ratas. Este -aminoacido desempefa un papel significativo en la
modulacion de la excitotoxicidad por glutamato a través de la regulacion de la
homeostasis del calcio y el metabolismo energético mitocondrial (El Idrissi, 1999;
Militante y Lombardini, 1999). Como entre los mecanismos de accion del metanol
estan la afectacion de la funcion mitocondrial (Eells y col, 1996; Wallace y col,
1997) y la elevacion del Ca™ intracelular (Li y col, 1999), seria posible esperar que
la administracion de Tau tuviera un efecto protector, o que su disminucién

agravara o produjera otras alteraciones de los sistemas aminoacidicos.

En el presente trabajo la suplementacion de Tau no previno el incremento de
formato sanguineo ni de Asp en el nervio 6ptico de los animales tratados con
MTX-MeOH. Solamente se observé un discreto efecto protector de la Tau sobre
la elevacion de Asp en el hipocampo de los animales tratados con MeOH y MTX-
MeOH (no dependendiente de la acumulacion de formato). Como hubo
incremento de Tau en todos los grupos de animales tratados con MeOH, este
efecto pudiera estar relacionado con las propiedades neuroprotectoras de la Tau

en el hipocampo desencadenadas por la estimulacion de los receptores NMDA
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en condiciones de dafo celular (Saransaari y Oja, 2003) y/o por su accion como
agonista de los receptores de Gly en el hipocampo, donde posiblemente tiene
una funcién importante en la regulacién del procesamiento de la informacién
(Mori y col, 2002). Es necesario relacionar los resultados anteriormente
mencionados con la funcion crucial del hipocampo en los procesos de formacién
de la memoria (Zigmond y col, 1999) y las alteraciones de la memoria reportadas
por Cubero y col (1999) en pacientes con NE. En este contexto seria interesante
investigar la efectividad de la Tau sobre los procesos de memoria. A pesar de
que hubo incremento de la concentracion plasmatica de Tau después de la
administracion de Tau al 2%, el contenido de este aminoacido no aumentd en
los tejidos estudiados (retina, nervio Optico, hipocampo y corteza posterior), o

cual pudiera explicar el pobre efecto protector observado.

Existen resultados controvertidos acerca del incremento de Tau en tejido
nervioso después de su administracion en animales de experimentacion.
Sturman y Messing (1996) reportaron aumento de Tau en distintas regiones
cerebrales en gatos con deficiencia de este aminoacido a los cuales se les
suministré un suplemento de Tau al 0.01%. Sin embargo, Mijanovic y col (1996)
no encontraron aumento de Tau en el cerebro del raton después de su
inyeccion i.v., mientras que Eppler y col (1999) observaron incremento de Tau
en el hipocampo de ratas, pero no en otras areas cerebrales, después de la
administraron de un suplemento de Tau al 1.5%. En ratas envejecidas se
detectd una correccion del déficit de Tau con la edad al administrar Tau al 1.5%
(Dawson y col, 1999). Aunque Di Leo y col (2002) no midieron las
concentraciones tisulares de Tau, reportaron que la administracion de Tau al 2 y
5% aminora las alteraciones retinianas en ratas diabéticas. El paso de la Tau de
la periferia al tejido nervioso esta muy regulado a nivel de la BHE y se realiza a
través de un transportador dependiente de Na+, especifico para B-aminoacidos
(Militante y Lombardini, 2002). Asi, no es de extrafiar que en situaciones
normales no se logre un efecto directo sobre las concentraciones en el sistema
nervioso (Satsu y col, 2002), lo cual no descarta que en condiciones patoldgicas

(por ejemplo, cuando la BHE esté dafiada o que exista un déficit del aminoacido
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azufrado), la administracion de Tau pudiera repercutir sobre los niveles tisulares
centrales.

La administracion de B-Ala al 5% para provocar una disminucion de los
niveles tisulares de Tau en los animales, produjo disminucion de las
concentraciones de Tau en plasma, hipocampo y corteza posterior, pero no en
retina y nervio optico. Por lo tanto, el incremento de Thr en la retina al asociar (-
Ala al 5% con MTX-MeOH no esta relacionado con un déficit de Tau y pudieran
estar asociado a la entrada de p-Ala a las células y la produccién de
modificaciones bioquimicas al asociarse con el MTX-MeOH. En el hipocampo la
asociacion de B-Ala al 5% con MTX-MeOH produjo una elevacion de Asn, la
amida del Asp, sin variaciones en los niveles de Asp. Este efecto pudiera estar en
relaciéon con la disminucion de Tau en este tejido, pero no se puede descartar que
esté asociado con la accién directa de la B-Ala en presencia de MTX-MeOH. Por

el momento no tenemos una explicacion para estos hallazgos.

5.2.3 Integracién de los resultados de los estudios en humanos y en
animales de experimentacion.

Como habiamos expresado con anterioridad, hasta el momento no se ha
podido implicar a la deficiencia nutricional como factor causal unico en la
etiologia de la NE, a pesar de los cuantiosos elementos que apoyan una
contribucion importante del estado nutricional de la poblacion en la aparicion de
la enfermedad. Situaciones similares han ocurrido con otras epidemias de
mieloneuropatias oOpticas en el mundo, donde la multifactorialidad de causas
parece ser la realidad (Roman, 1998). Los resultados del presente trabajo no
rechazan la hipoétesis nutricional de la NOE, pero si aportan elementos que
indican que el factor nutricional no llega a provocar las alteraciones bioquimicas
esperadas de acuerdo a los estudios epidemioldgicos que se han llevado a
cabo. A pesar de que las evidenciadas limitaciones en el aporte de nutrientes
hacian pensar en la presencia de un déficit importante de aminoacidos

esenciales, esto no se comprobd.
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Otros autores (Bonet y col, 2000; Rodriguez-Ojea y col, 2000; Arnaud, 2001b)
han sefialado que deben existir otros factores, unidos al déficit selectivo de
determinadas moléculas, algunas de las cuales se sabe que participan en la
proteccion antioxidante del organismo, que hayan contribuido al
desencadenamiento de la enfermedad. En este aspecto, la disminucién de Tau
detectada en los pacientes con NOE debe ser tenida en cuenta, dada su conocida
participacion en el funcionamiento del sistema nervioso y especialmente de la
retina. No obstante, en los experimentos en animales, la suplementacion o la
disminucién de Tau no provocaron acciones protectoras o adversas evidentes
sobre los parametros estudiados, excepto un ligero efecto protector de la
suplementacion de Tau sobre la elevacion de Asp en el hipocampo de animales
tratados con MeOH.

Se ha colocado al estrés oxidativo como el centro hacia donde confluyen
diferentes mecanismos conducentes al desarrollo de la NE (fallo mitocondrial,
déficit de antioxidantes y exceso de radicales libres, entre otros). Sin embargo,
existen otros procesos que también se pueden asociar con un incremento del
estrés oxidativo, como son la permeabilidad de la BHE y la excitotoxicidad.
Existen evidencias de que el estrés oxidativo y la excitotoxicidad provocan ruptura
de la barrera hematoencefalica (BHE) (Noseworthy y Bray, 1998; Cardelli y col,
2002) y por esa via también afectan la homeostasis del tejido nervioso.

La demostracion de una permeabilidad incrementada de la BHE en un grupo
de pacientes con NOE puede ser consecuencia de varios procesos que inciden a
nivel del endotelio de los capilares del SNC y periférico y que pudieran estar
actuando en paralelo: deficiencia de tiamina, exceso de radicales libres por fallo
mitocondrial, neurotoxinas exdgenas y excitotoxicidad. Esto a su vez produce
dafo perivascular por la salida de albumina, proteasas, toxinas ambientales
presentes en la sangre, agentes infecciosos o simplemente por la exposicion de
las neuronas a niveles alterados de electrolitos en el espacio intesticial (Zheng,
2001; Wardlaw y col, 2003).

La presencia de excitotoxicidad se infiere por los resultados de los estudios en

humanos (incremento de aminoacidos excitatorios en el LCR de pacientes con
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NOE) y en animales de experimentacion (incremento de aspartato en el nervio
optico de ratas con hiperformatemia por administracion crénica de metanol).
Durante los ultimos afios se ha hecho énfasis en las relaciones entre
excitotoxicidad y la induccion de estrés oxidativo y se ha reportado que la
toxicidad por estimulacién de los receptores NMDA produce iones superoxido y
radicales libres (Lafon-Cazal y col, 1993). Hay que tener presente también, que
fueron detectadas concentraciones elevadas de formato en un grupo de pacientes
con NOE (Eells y col, 2000b), coincidiendo con un reporte de niveles altos de
MeOH en bebidas de destilaciéon artesanal en la provincia de Pinar del Rio
(Sadun, 1994). Los resultados experimentales del presente trabajo indican que el
metanol, como téxico exdégeno pudiera haber estado entre los factores que
incidieron en el desencadenamiento de la NOE en algunos pacientes, no
solamente por el fallo mitocondrial selectivo producido por la accion neurotéxica
del formato, sino también a través de un mecanismo de excitotoxicidad,

expresado por un aumento de Asp en el nervio optico.

Una visidn integradora de nuestros resultados con los conocimientos
aportados por la literatura cientifica para explicar la fisiopatologia de la NOE se

muestra en el siguiente esquema simplificado:
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En la NE se ha establecido claramente la existencia de un fallo mitocondrial, con
un déficit en la generacion de energia, un incremento de la produccion de EROs
y un déficit de sustancias antioxidantes (Pérez Cristia, 1998; Sadun, 1998). En
los animales de experimentacion, la inhibicion de la citocromo oxidasa por el
formato también puede llevar a un fallo mitocondrial. En ambos casos aumenta
la produccion de EROS y la entrada de Ca'™ a la mitocondria como
consecuencia del estrés mitocondrial. El incremento de Ca™ puede inhibir la
actividad de varias enzimas mitocondriales, entre ellas la AAT, con la
consiguiente elevacion de los niveles de Asp (Endo y col, 1999). El incremento
de aminoacidos excitatorios (Asp y Glu) en el LCR de los pacientes con NOE y
de Asp en el nervio optico de los animales, estimula de un manera excesiva los
receptores NMDA (excitotoxicidad) y como consecuencia se produce una mayor
entrada de Ca'™ a la célula. La elevacion del Ca*™ intracelular tiene mdultiples
efectos, entre ellos la activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), con el
consiguiente aumento de la produccion de oxido nitrico (NO), que al unirse con
las EROs forma los peroxinitritos, radicales libres con un alto nivel de toxicidad
(Siegel y col, 1999). El aumento de las EROs puede dafiar a su vez la BHE
(Noseworthy y Bray 1998), contribuyendo asi a la desestabilizacion del ambiente
extracelular que rodea las neuronas y a la pérdida de la homeostasis del tejido
nervioso. La disminucion de Tau en los pacientes con NE pudiera estar asociada
con una disminucion tisular de la misma, lo cual agravaria el déficit de sustancias
antioxidantes, dado el conocido efecto protector de este 3-aminoacido sobre el

dafio producido por las EROs (Koyama y col, 1992).

En la fisiopatologia de la NE se ha colocado al estrés mitocondrial y por
consiguiente al estrés oxidativo como la piedra pivotal que desencadena
finalmente la enfermedad en sus diferentes variantes. Con el presente trabajo de
tesis hemos aportado evidencias de la participacibn de otros procesos,
(disminucion de Tau, dafio de la BHE, excitotoxicidad y neurotoxicidad del

metanol), que estan estrechamente relacionados con la produccion de estrés

82




oxidativo, que en un momento determinado traspasa el umbral de
funcionamiento de las células nerviosas y especificamente de las células
ganglionares de la retina (Sadun, 1998; 2002). Esta alteracion severa de la
homeostasis del sistema nervioso conduce finalmente a un dafio celular
irreversible y por consiguiente a la manifestacion clinica de la NE. La dilucidacién
de los mecanismos moleculares que intervienen en la NE mejoraran la
comprension de otros insultos neurotoxicos y enfermedades neurodegenerativas
qgue involucran una disfuncion mitocondrial.

Como resultado de los estudios realizados en pacientes con NOE y en
animales de experimentacion sometidos a la administracion cronica de metanaol,
se demostr6 que existe un desbalance de aminoacidos que favorece la
excitotoxicidad, un incremento de la permeabilidad de la BHE y una asociacion
del toxico mitocondrial, formato, con la presencia de excitotoxicidad. Estos
procesos pueden favorecer el estado de estrés oxidativo y alterar la homeostasis
del sistema nervioso, pudiendo haber contribuido al desarrollo de la enfermedad.
Lo anteriormente expuesto concuerda con nuestra hipotesis de que “E/
desbalance aminoacidico facilita la pérdida de la homeostasis en el sistema
nervioso, desencadenando procesos de estrés oxidativo, toxicidad,
excitotoxicidad y el concomitante dario de la barrera hematoencefalica, todo lo

cual contribuye a la fisiopatologia de la neuropatia optica epidémica’.

Los resultados de este trabajo de tesis tienen los siguientes elementos

novedosos:

1. Nuevo conocimiento sobre la composicion de aminoacidos en el LCR de
pacientes con NOE, que demuestra la participacion de mecanismos de
excitotoxicidad en la fisiopatologia de esta enfermedad.

2. Nuevo conocimiento acerca de la presencia de una disfuncion de la BHE

en una epidemia de mieloneuropatia dptica.
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3. Resultados originales sobre el estado de compuestos neurotransmisores
aminoacidérgicos en experimentos de intoxicacion crénica por metanol,
que demuestran la participacion de mecanismos fisiopatologicos de
excitotoxicidad a nivel del nervio éptico.

4. Resultados de mediciones bioquimicas en el suero de pacientes con NOE
(albumina y aminoacidos esenciales) que apoyan evidencias anteriores
acerca de la participacion de factores no nutricionales en el desarrollo de

la epidemia.
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VL.

CONCLUSIONES
El incremento de la permeabilidad de la BHE en los pacientes con NOE
expone las células nerviosas a un ambiente adverso para su normal
funcionamiento, contribuyendo a empeorar la situacion de estrés oxidativo
y a alterar la homeostasis del tejido nervioso en esta enfermedad.
El contenido de albumina y aminoacidos esenciales en el suero de los
pacientes con NOE no indican la presencia de una carencia proteica,
aunque la disminucion selectiva de taurina pudiera estar desempefando
alguna funcion en los mecanismos fisiopatoldgicos de la forma 6ptica de
la enfermedad.
El desbalance de aminoacidos excitatorios, conducente a la
excitotoxicidad interviene en los mecanismos fisiopatolégicos de la NOE y
de la exposicién cronica al metanol.
La administracion de taurina contrarrestra la excitotoxicidad inducida
directamente por el metanol en el hipocampo, pero no la inducida por la
acumulacion de formato en el nervio optico.
La asociacion de la B-alanina con el MTX-MeOH produjo algunas
alteraciones en el balance de aminoacidos en la retina y el hipocampo de
animales tratados cronicamente con metanol, cuya asociacion con el

déficit de Tau queda por esclarecer.
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VII.

RECOMENDACIONES:

En caso de aparicidon de algun brote nuevo de NE realizar algunos estudios

para completar el conocimiento acerca de la fisiopatologia de la enfermedad:

a) Evaluacion del estado de la BHE utilizando la resonancia magnética
nuclear (RMN) con gadolinium, que permite detectar una disfuncion de la
misma a nivel del tejido cerebral.

b) Evaluacion del estado funcional de la BHE, del patron de aminoacidos
séricos y en LCR y de los niveles de formato en sangre de pacientes en la
forma periférica pura de la enfermedad.

Hacer una valoracion clinica actual de los pacientes que presentaron bandas

oligoclonales en el LCR para corroborar el diagndstico definitivo de los

Mismos.

Determinar la distribucion del aspartato en la retina de las ratas tratadas

cronicamente con metanol, para precisar si la elevacion del mismo en el

nervio éptico se corresponde con un incremento de este aminoacido en algun
tipo celular especifico.

Determinar la actividad de aspartato aminotransferasa mitocondrial en el

modelo experimental de administracién crénica de metanol para precisar si el

incremento de aspartato esta relacionado con una inhibicion de la misma.

Evaluar el efecto de la administracion de taurina sobre la memoria en

animales de experimentacion.
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ANEXO 1

Contenido de aminoacidos (nmoles/mg prot) en retina de ratas de acuerdo a
los grupos de tratamiento (m  es).

Amino- | Control | MeOH MTX  |MTX-MeOH| Taurina | oo 1%
acidos (n=5) (n=4) (n=6) (n=6) (n=4) MeOH
(n=4)
ASp | 247t80 | 251146 | 152+t40 | 27.0+82 | 145+06 | 26.1+45
Glu | 649t29 | 616:158 | 505+ 150 | 7034195 | 557+ 148 | 619+ 196
Asn | 3.26-0.76 | 313054 | 256032 | 844+076 | 292+ 149 | 3.02+0.83
Ser |382+027| 433t0901 | 533143 | 454139 | 290089 | 595+ 164
GIn | 465:36 | 472t99 | 37.8+106 | 440+77 | 335+72 | 57.0+74
Thr | 12.8t23 | 24597 | 105+37 | 1561+21 | 115+20 | 135+29
Gly | 119t14 | 243t82 | 10547 | 13336 | 117+24 | 19254
Arg | 155:36 | 135t42 | 138+43 | 145+48 | 167463 | 158+20
Ala | 16125 | 226:50 | 19.0+55 | 123+45 | 85+36 | 135:28
Tau |374.1:39.6 | 367.8+68.0 | 279.0+89.6 | 3703+ 64.8 | 3632+ 952 | 534.2+ 138
GABA |802+194| 9.10+ 239 | 377122 | 807122 | 562+150 | 822+25
Tyr ND ND ND ND ND ND

MeOH: metanol; MTX: metotrexate; Tau: Taurina 2%
ND: No detectado
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ANEXO 2

Contenido de aminoacidos (nmoles/mg prot) en nervio 6ptico de ratas
tratadas con metanol durante dos semanas (m % es).

Amino- | Control MeOH MTX | MTX-MeOH | Taurina | o2 M1X-
acidos (n=5) (n=5) (n=4) (n=5) (n=4) MeOH
(n=5)
ASp* | 260 + 20 | 204+44 | 233+25 | 357+22* | 225+15 | 345+26"
Glu | 928+83 | 904+135 | 599+85 | 840+85 |511+132 | 828+96
Asn | 516+097 | 57+175 | 389+0.79 | 448+085 | 363+14 | 59+0.94
Ser | 368429 | 474+119 | 324459 | 531467 | 316+32 | 553+89
GIn | 1013+89 | 814+244 | 1053463 | 998+101 | 82.6+11.8 |104.4 + 14.0
Thr | 167+38 | 13.7+26 | 106+25 | 185+40 | 153426 | 220+54
Gly | 187+24 | 181+28 | 166+26 | 208+31 | 17.8+16 | 244+29
Arg | 306+31 | 344 +46 | 253+50 | 415+102 | 341+15 | 434+33
Ala | 443+81 | 443181 |439+107 | 412463 | 389+22 | 47.4+57
Tau | 898+116 | 813201 | 96.8+153 | 775+83 | 686+84 | 884 =202
GABA | 868+10 | 253162 | 328+142 | 3014068 | 1.75+008 | 2.36 + 0.96
Tyr | 259450 | 145473 | 301446 | 144+54 |14.01%3.70|2585+4.04

MeOH: metanol; MTX: metotrexate; Tau: Taurina 2%

* ANOVA: F(528) = 4.684; p < 0.01.
Prueba de Duncan: MTX-MeOH y Tau-MTX-MeOH vs Control: p = 0.013
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ANEXO 3
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Cromatograma de aminoacidos. Estandar (1 mg/ml de cada aminoacido).
Prederivatizacion con aldehido ortoftalico. (OPA). Vol de inyeccién: 15 pl

1. Aspartato, 2. Glutamato, 3. Asparagina, 4. Serina, 5. Histidina, 6. Glutamina,
7. Glicina, 8. Treonina, 9. Arginina, 10. Alanina, 11. Hipotaurina, 12. Taurina, 13. Acido y-
aminobutirico, 14. Tirosina, 15. Valina, 16. Metionina, 17. Triptofano, 18. Isoleucina,
19. Fenilalanina, 20. Leucina, 21. Ornitina, 22. Lisina
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ANEXO 4
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Cromatogramas de aminoacidos. Sueroy LCR. Prederivatizacion con OPA.

Vol de inyeccion: 10 y 15 pl, respectivamente

1. Aspartato, 2. Glutamato, 3. Asparagina, 4. Serina, 5. Histidina, 6. Glutamina,
7. Glicina, 8. Treonina, 9. Arginina, 10. Alanina, 11. Hipotaurina, 12. Taurina,

13. Acido y-aminobutirico, 14. Tirosina, 15. Valina, 16. Metionina, 17. Triptofano,
18. Isoleucina, 19. Fenilalanina, 20. Leucina, 21. Ornitina, 22. Lisina
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ANEXO 5
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Cromatograma de aminoacidos. Estandar (1 mg/ml de cada aminoacido)

Prederivatizacion con OPA. Vol de inyeccion: 15 ul

1. Aspartato, 2. Glutamato, 3. Asparagina, 4. Serina, 5. Histidina, 6. Glutamina,
7. Glicina, 8. Treonina, 9. Arginina, 10. Alanina, 11. Hipotaurina, 12. Taurina,

13. Acido y-aminobutirico, 14. Tirosina
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ANEXO 6
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Cromatogramas de aminoacidos. Retina y nervio optico.

Prederivatizacion con OPA. Vol de inyeccién: 10 pl

1. Aspartato, 2. Glutamato, 3. Asparagina, 4. Serina, 5. Histidina, 6. Glutamina,
7. Glicina, 8. Treonina, 9. Arginina, 10. Alanina, 11. Hipotaurina, 12. Taurina,

13. Acido y-aminobutirico, 14. Tirosina
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Cromatogramas de aminoacidos. Hipocampo y corteza posterior.

Prederivatizacion con OPA.
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Vol de inyeccion: 5 ul
1. Aspartato, 2. Glutamato, 3. Asparagina, 4. Serina, 5. Histidina, 6. Glutamina,
7. Glicina, 8. Treonina, 9. Arginina, 10. Alanina, 11. Hipotaurina, 12. Taurina,
13. Acido y-aminobutirico, 14. Tirosina
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