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Morir és traslladar-se a una casa
més bella. <Es tracta, senzillament,
dabandonar el cos fisic tal com la
papallona abandona el capoll de seda

quan estd [lesta per volar»!
Elisabeth Kitbler-Ross m ‘

A la meva mare,
que havent empres el vol, gaudeixi d"un bon viatge




Al men pare,

un model a seguir

Ala Gemma,

gracies a ella wn i un sumen tantissim



/DOOO\E[ meu gargot, el men camiw

Fa poc més de quatre anys em vaig calcar les botes i vaig comencar un cawii de

trajecte desconegut. Semblava un cawii novmal, com qualsevol altve GR dels Pirineus,
pero ben aviat vaig comprovar que no ho eva tant. Bl cawi el formaven dos corriols,
un portava el nom de “ciencia” i [altre el de “vida” i no sempre anaven paval-lels. De
fet, en certes ocasions es separaven tant que es feia dificil imaginar que tornarien a

ajuntar-se.

Avwti, havent arvibat dalt dmn nou pic, wrassec a descansar i wirant cap envere
sequeixo el tracat dels dos corviols, que passant per prats, muntanyes, refugis, rius i
valls de tota mena, s'han anat entrecrenant i separant talment com si es tractés del
gargot dwn men petit, per acabar tots dos, provisionalment, dalt Yaquest cim

espectacular.

Al [lavg Yaguest cami, he pogut viure woltes experiencies. Algunes han estat
g 0dq ) Ve 109 P 9

fantastiques i valtres més aviat tot el contrari, pero en definitiva, el fet dhaver-les

pogut compartiv awb tota la gent que wrha volgut acompanyar, fa que avui, enlloc de

sentir-me cansat i estressat, em senti afortunat i ple denergia pev a continuar.

Aixi domcs, wiivant de nou cap envere i sense voler oblidar-me de nings, voldvia agraiv

el suport vebut a tots els companys de cami:

- A en Jordi. Amb ell he pogut gaudir de la ciencia en estat pur. He pogut
vinre-la com a wi wragrada, pensant que tot el que feia, per [luny que estiguéssim de
[objectin final, tard o d'hova vepercutivia en una part de la societat que practicament
estd oblidada. Si amb aquesta tesi s'ha pogut fer un nou pas, per petit que sigui,

westaré molt satisfet.



- A tots els que han anat passat pel laboratori: ['Eduard, [a Diana, ['Alicia, [a
sandva i wolt especialment a [a Judith, a la Nivia i a [a Carla. Amb [a Judith vam
compartir [a pitjor etapa del wen camti pero gracies a ella [a feina del [abovatori es feia
menys feixuga i fins i tot, malgrat les civeumstancies, ens ho acabavem passant
geial. Amb [a Nutvia vam compartiv menys hoves al [aboratori, pero suficients per
recordar que wrhagués agradat wolt continuar treballant amb ella, perque entre vatoli
i vatoli, les hoves passaven volant i aixo no passa amb qualsevol. Amb [a Carla hem
compartit una etapa wés planeva i que aviat avribara al seu final. Encara no sé¢ on
acabaré treballant, pero si que sé que wragradavia teniv un company de feina amb qui

pogués teniv tanta complicitat com amb [a Carla. Honestament crec que som un gran

equipl

- A ['Arnau, [Eduward, en Pol i [a vesta de companys i amics del departament
amb qui tantes xerrades, dinars i cafes hem pogut compartiv. En tot cami cal buscar
un bon vefugi on acampar i ells ho han estat en woltes ocasions. El cani sense ells no

bagués estat el mateix.

- A Julia. Nunca hubiera pensado tener en Bellvitge y lejos de casa las
conversacioves mds adecuadas Y en el mowento wids oportuno sin ni siquiera haberlas
buscado. (Casnalidad? No, las casualidades no existen, jverdad julia? Julia we ha
aymdado a descubrir un mundo que desconocia y que we ha ayudado wucho ws de [o
que Yo hubiese fmaginado en un principio. Tambien ntento que “descargase wi
mochila” porqué el camino iba cuesta arriba y, aunque descargarla de todo lo
innecesario fue dificil, si que aprendi, como buen caminante, que el buen equipaje debe

estar [ibre de “sobrepeso.

- A tots els del [aboratori del CSIC. Especialment a en Josep Maria per haver-

e acollit al sen labovatori, i a [Eric, per haver-me pevmes aprendve tantes coses



d'una disciplina tan distant de la meva. Perd sobretot, perque juntament amb els del

sen [aboratori wrho waig passar de conyal

- A tot el personal de ['estabulari, que des dels temps de [a Pilar tantes hoves
hem passat junts entve vates i vatolins. T per cert, alguna manera a aquests wltims
tambeé se'ls ha dagrair [a seva dispowibilitat, que tot 1 que ningii els ho ha demanat, el
servei que fan els animals de [estabulari per avancar en el coneixement de les

walalties dels humans és mcreible.

- A tota [a vesta d'amics que wrhan acompanyat, sobretot als SASA, als eibiobio
i als BRASOLers. Son moltes les vivencies que junts hew pogut compartiv i woltes
velles han transcorvegut paval-lelament a aquest cami de tesi. Com deia abans, tots
ells tawbé han estat grans refugis i companys de cami i, si ja és prou fantdstic tenir
mwolts awtics, encara o és més veure que quan més els necessites no es wiouen del teu

costat.

- A la tota [a fawilia de la Gewma. Especialment a [a M. Tevesa i en Joaquim,
que em fan sentiv com un fill wes de la fawilia. Ab! 1 als avis, que aixo de poder

tornar a ser nét és un privilegi fantastic!

- A la weva familia, especialment al wen pare. En aquest cawi, tots junts hewm
viscut una época dificil. Tot 1 aixo, utilitzant la paraula “junts” hem arribat al que
som i al que sempre hem estat: una fawilia unida que wira endavant amb il-lusio i

dWlb ganes e COW[P&U’U'V tant 6{8 {)OHS woments com e[s que no bO son tant.

- A la Gemma, [a companya de cami wiés fidel. La que sempre ha estat awb wij
tant si pujava dalt dun pic vertiginos com si [liscava per una tartera. Fa anys que
compartin experiéncies, i més des de fa un any, quan comencarem “el nostre viatge de
wiilers de quilowetres”. Compartint-ho tot amb ella, el que és bo es torna millor i el que

és dolent es dilueix. La meva tesi és tambe, sense cap dubte, [a seva tesi.



Per iiltim, voldvia dedicar aguesta tesi a [a wmeva mare, que fou sempre una gran
companya de trajecte. De fet, fou sempre una gran guia, perd, inesperadament, va
haver dabandonar el cami quan tan sols whaviem caminat una quarta part. En un
principi el cami es feu meés feixuc, pero com he anat dient, gracies a [a majoria de
persoves que he anat citant, poc a poc vaig anar fent un pas vere Laltre fins a arribar,

per fi, dalt d'aguest cim tan espectacular.

Des 'avui mateix, el cami continua i o sé cap a on em portard. Possiblement alguns
de nosaltres prendrem camins diferents i sera dificil coincidir de now. Tot i aixd, a mi
wragrada pensar que quan algi s'acowiada no marsea del tot mentre en quedi el record

i jo no us oblidaré mai.

Pere
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A. Toxicitat dels nitrils

A.1 Introduccio

a.1l.1 Els nitrils i la seva toxicitat

Els nitrils sén compostos quimics que contenen el grup ciano: —C=N. S6n molt
abundants en la naturalesa, perd la seva sintesi és també molt important pel gran
ventall d’aplicacions que aquests aporten a la industria (Ahmed i Tieff, 1983). A la
naturalesa els trobem, entre d’altres, en forma de glucdsids cianogenics com és el cas
de l'amigdalina a les ametlles amargants i la linamarina a la mandioca, i en forma
d’aminonitrils, forma que es troba a les lleguminoses del génere Lathyrus. A la
industria s’utilitzen com a dissolvents i productes intermediaris en la sintesi de plastics,

fibres artificials, resines, productes farmaceéutics i altres substancies quimiques.

El consum huma o animal de determinats nitrils provoca simptomes similars a la
intoxicacié per cianur. Aquest fet suggereix que en la metabolitzacié d’aquests nitrils
es produeix l'alliberament d’aquest compost i que seria el responsable de la intoxicacio
aguda. Lang, al 1894, va observar una gran concentracié de tiocianat en orina de
gossos i conills als quals se’ls havia administrat nitrils per via oral, i va suggerir la
possible metabolitzacié d’aquests a cianur (Lang, 1894). Aquest alliberament de cianur
va ser confirmat posteriorment per altres investigadors que van treballar amb un ampli
espectre de nitrils i amb altres espécies animals (Ohkawa et al., 1972; Willhite i Smith,
1981; Silver et al., 1982; Ahmed i Farooqui, 1982; Tanii i Hashimoto, 1984, 1985).

La toxicitat del cianur esta ben caracteritzada. El seu mecanisme d’accid6 es basa
principalment en la seva gran afinitat per I'id férric (III) del grup hemo de l'enzim
citocrom A3 oxidasa del mitocondri. Quan el cianur s’'uneix a aquest enzim es bloqueja
el transport d’electrons a la cadena respiratoria i s'interromp la fosforilacié oxidativa.
L'estimulacié directa de cianur als quimioreceptors dels cossos carotidis i de l'aorta
produeix hiperpnea. Mentre esdevenen aquestes irregularitats, es produeix la mort de
I'individu mitjancant convulsions hipoxiques i fallada respiratoria (Orfila, 1826; Ahmed
i Trieff, 1983; Spencer i Schaumburg, 2000).
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A la taula 1 es resumeix la letalitat aguda d’alguns nitrils expressats en dosis letals 50
(LD50) (De Vito, 1996; Grogan et al., 1992).

Cianur de Potassi KCN 0,20 (-0,262)
Acetonitril CH;CN 6,55 (-0,816)
Propionitril CH;CH,CN 0,65 (0,187)
Butironitril CH5(CH,).CN 0,57 (0,244)
Isobutironitril (CH3),CHCN 0,37 (0,432)
3-metilbutironitril (CH3),CHCH,CN 2,280 (-0,447)
3-dimetilaminopropionitril (CH3).N(CH,).CN 15,30 (-1,185)
3-isopropilaminopropionitril (CH3),CHNH(CH,),CN 19,40 (-1,288)
3,3’-iminodipropionitril HN(CH,CH,CN), 27,50 (-1,439)
3-butenenitril CH,=CHCH.,CN 1,00 (0,000)
3-hidroxipropionitril HO(CH,).CN 48,72 (-1,688)

Taula 1. S’expressa la letalitat aguda d’alguns nitrils en LD50 (nmol/kg) després de I'administracié en

ratolins. Taula adaptada de Grogan et al., 1992.

A l'organisme, el cianur és susceptible de ser biotransformat en tiocianat (SCN°), acid
aminotiazolincarboxilic (ATC), cianat (CON") i els seus metabolits, i cianocobalamina tal
com es mostra a la figura 1. El procés més important és la conversid del cianur a

tiocianat mitjangant I'enzim rodanasa (Ahmed i Trieff, 1983).

a.1.2 Neurotoxicitat dels nitrils

a.1.2.1 Introduccié

Tot i que en un principi la neurotoxicitat dins la toxicologia dels nitrils no va ser
considerada com a important per alguns autors (De Vito, 1996), es coneixen
nombrosos nitrils que provoquen neurotoxicitat en animals d’experimentacidé (fig.2). A
més existeixen diverses sindromes neurologiques humanes possiblement causades per

nitrils.
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Usant animals d’experimentacio, s’ha observat que hi ha efectes neurotoxics de nitrils

que no presenten la toxicitat aguda caracteristica del cianur, com per exemple el

SCN° ———  Excrecid

Tiocianat Rodanasa
oxidasa

Cobalamina Ciano-

cobalamina

CN° >
cisteina
/ (Vit B,

Acid 2-iminotiazolidin-

4-carboxilic CON” N,
cianat\<A
/—ICOO \
0, J’ Excrecid
Metabolisme

moléc. 1 carboni

Fig.1 Possibles reaccions implicades en la biotransformacioé del cianur (CN-). Esquema adaptat d’Ahmed i Tieff (1983).
DMAPN (dimetilaminopropionitril), I'IDPN (3,3’-iminodipropionitril) i altres que
presenten efectes similars a I'IDPN, com el crotononitril i I'al-lilnitril. La neurotoxicitat

d’aquests nitrils s’exposa a l'apartat A.2.

En una analisi quantitativa de cianur alliberat in vitro, en preparacions de microsomes
hepatics, i in vivo, mesurant I'excrecié de tiocianat (SCN’) en orina de rata, es va
observar que alguns aminopropionitrils neurotoxics alliberen menys cianur que altres
nitrils relacionats (Taula 2; Froines et al., 1985). Els nitrils IDPN, DMAPN, MMAPN
(monometilaminopropionitril), TMAPN (trimetilaminopropionitril), DMABN
(dimetilaminobutironitril) que no indueixen a la rata toxicitat com la descrita per
cianur, sén precisament els que alliberen menys quantitat d’aquest compost i amb una
cinética més lenta, a diferencia del DMAA (dimetilaminoacetonitril) que té un efecte

toxic similar al cianur.

L'estudi d’aquest tipus de nitrils adquireix importancia com a models de neurotoxicitat i

de sindromes de toxicitat humanes causades per nitrils d’origen natural.
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Benzenonitril 3370 + 151
Propionitril 41,6 + 0,9
Butironitril 56,6 + 2,2
3,3’-Iminodipropionitril (IDPN) 10,6 + 2,2
Dimetilaminoacetonitril (DMAA) 2355 +91,5
Dimetilaminopropionitril (DMAPN) 15,4+ 2,9
B-Aminopropionitril (BAPN) 9,4+1,7
Monometilaminopropionitril (MMAPN) 4,8+2,0
Trimetilaminopropionitril (TMAPN) 89,1+11,4
Dimetilaminobutironitril (DMABN) 0,0
Trimetilaminobutironitril (TMABN) 0,0
Succinonitril 0,0

Taula 2. Analisi quantitativa d’acid cianhidric alliberat durant el metabolisme d’aminonitrils neurotoxics i

compostos relacionats en microsomes hepatics in vitro. Taula adaptada de Froines et al. (1985).

a.1.2.2 Malalties neurologiques associades als nitrils

En els anys 1976-1977, es va introduir el DMAPN ((CH3),N-CH,-CH,-CN) en el procés
de sintesi de I'escuma de poliureta que s’utilitza per a la manufacturacié dels seients
dels automobils. Mesos després, els treballadors de la planta industrial van
desenvolupar una neuropatia periférica i presentaven alteracions en la sensibilitat
cutania, amb parestésia a peus i mans, i una important afectacié genito-urinaria amb
dificultats de miccio i disfuncié sexual. Mitjancant estudis epidemiologics, clinics i amb
animals d’experimentacié es va demostrar que el responsable de les alteracions

neurologiques dels treballadors era el DMAPN (Pestronk et al., 1980).

També s’han pogut associar alteracions neuronals al consum de certs vegetals com les

guixes i varietats amargues de la mandioca, els quals contenen compostos nitrilics.
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N/ /)
N
cis-Crotononitril trans-Crotononitril
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N
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Introduccio
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Fig. 2 Estructures moleculars d’alguns nitrils neurotoxics i de gluconitrils de la mandioca
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a.1.2.2.1 Una hipotesi unificadora del latirisme, el konzo i la TAN.

El latirisme i el konzo s6n dues malalties amb una clinica idéntica (Tylleskar, 1994),
caracteritzada per una paraparesia espastica bilateral simétrica (Spencer et al., 1986;
Giménez-Roldan et al., 1994; Tshala-Katumbay, 2001) (fig. 3.A) En el dos casos, la
malaltia es produeix quan l'escassetat d’aliment porta al consum d’un vegetal toxic com a
base alimentaria durant un minim de diverses setmanes. El latirisme esta causat per un
llegum, la guixa (Lathyrus sativus) (fig. 3.B). Al llarg de la historia, el latirisme ha afectat
repetidament nombroses zones d’Asia, Africa i Europa, i destaca I'epidémia a Espanya a
finals de la guerra civil (Giménez-Roldan et al., 1994). Actualment el latirisme és present

a Bangladesh, Etiopia, Pakistan, India, Nepal i Afganistan.

Fig. 3 A La fotografia mostra un nen malalt de konzo amb incapacitat per a la marxa bipeda. B Llavors de
L. Sativus (guixes)

El konzo apareix de forma sobtada associat al consum de tubercles de varietats
amargues de mandioca (Mahinot esculenta, Cranz) com a principal font d’hidrats de
carboni (Tylleskar et al., 1992; BaneaMayambu et al., 1997). S’han caracteritzat focus de

konzo al Congo, Tanzania, Mocambic i Republica Centrafricana.

A diferéncia del konzo i el latirisme, la neuropatia ataxica tropical (TAN) és una malaltia
progressiva caracteritzada per mielopatia, atrofia Optica, sordesa sensorial bilateral i
polineuropatia (Osuntokun, 1968; Oluwole et al., 2000). Tot i ser totalment diferent del
konzo, la TAN esta causada també pel consum de mandioca perd amb un patré de
consum diferent: molts anys de consum de productes de mandioca amb un contingut

menor de toxics que en el cas del Konzo.
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La mandioca conté elevades concentracions de gluconitrils, principalment la linamarina
(fig. 2) (2-[B-D-glucopiranosiloxi]isobutironitril, > 90% del total dels nitrils) i lotaustralina
(fig.2) (<10% del total dels nitrils) (White et al., 1998). El processament de la mandioca
permet que la linamarina s’hidrolitzi mitjangant la linamarasa, una p-glucosidasa present
a les parets cel-lulars de la propia planta, s‘alliberin cianohidrines (B-hidroxinitrils) i
aquestes es descomponguin espontaniament en acetona i cianur (HCN), a pH neutre, a

temperatures majors de 35°C o en preséncia de I'hidroxinitril liasa (White et al., 1998)
(fig. 4).

E ;2
H,0 durant el
CH,OH CN CN procés
| \ U I Temperatura elevada
—C— inamarasa H t _
o (Ij CH3 > OH _(Ij_ CH3 pH neutre > HC=N
C
OH s \ CH, \
HO
C.H,,04 C;H,0
Gl Acet
OH ucosa Acetona cetona
Linamarina Cianohidrina Cianur

Fig. 4 Esquema de la metabolitzacié de la linamarina

Aixi, el consum de mandioca implica una exposicid a cianur a dosis que varien en

funcié del contingut de gluconitrils a la planta i del grau de processament.

En un intent de determinar la causa del latirisme es va identificar el B-aminopropionitril
(BAPN, NH,-CH,-CH,-CN) com a component toxic a llavors de L. odoratus (McKay et
al., 1954; Schilling i Strong, 1954; Dasler, 1954). En L. sativus pero, no es troba ni
BAPN ni el seu derivat y-glutamil i s’ha suggerit que la responsable de la toxicitat
d'aquest llegum podria ser la 2-cianoetil-isoxazolin-5-ona (Lambein et al., 1993).
Aguests compost heterociclic pot ser fotolisat o metabolitzat a BAPN, i produeix
alteracions de l'esquelet en rates, conills, pollastres (Selye, 1957) i en un 12% de

pacients humans amb neurolatirisme (Haque et al., 1997).

Tot i que la majoria d’autors considerin I'aminoacid excitotoxic 3-N-oxalyl-L-2,3-
diaminopropanoic (B-ODAP) com a causant del latirisme (Rao et al., 1969; Barrow et
al., 1974), no s’han obtingut proves suficients per poder-ho acceptar plenament. Per
exemple, el principal suport de la hipotesi d’aquest aminoacid excitotoxic per al
latirisme és la descripcié d’'un model animal de toxicitat del B-ODAP que sembla
reproduir part de la clinica del latirisme (Spencer et al., 1986), pero aquest treball no

ha estat ni reproduit ni continuat. La hipotesi global del nostre grup és que el
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desenvolupament tant del konzo com del latirisme i de la TAN podria ser causat per
nitrils presents a la mandioca i a les guixes. Aquesta hipotesi és unificadora ja que
proposa una causa comuna per a dues malalties que clinicament son idéntiques (konzo
i latirisme) i per a dues malalties diferents (konzo i TAN) causades pel mateix aliment
toxic. El cami necessari per arribar a demostrar aquesta hipotesi passa per avancar en
el coneixement de la neurotoxicitat dels nitrils. Aquest és el principal objectiu amb que
estem treballant actualment, caracteritzant els patrons de neurotoxicitat dels nitrils
que son al nostre abast, identificant els requeriments estructurals de la molécula que
confereix la neurotoxicitat d’aquests i estudiant la relacié de les lesions tissulars i els

deficits funcionals que desencadenen.

A.2. Toxicitat dels nitrils a sistemes sensorials

Com és sabut, els éssers vius disposem de mecanismes biologics sensibles a diferents
tipus d’energia rellevants per a la supervivéncia: els receptors sensorials. Aquests
poden ser d’‘origen neuronal (olfactoris, cutanis, propioceptius i interoceptius) o

d’origen epitelial (receptors de la visio, I'oida, I’equilibri i el gust).

Com veurem als apartats seglents, existeixen diferents nitrils amb toxicitat sensorial
que provoquen problemes d’olfacte, de visid, d‘oida, d’equilibri... Principalment es fara
referéncia als efectes toxics sensorials de I'IDPN (p. ex. Seoane et al., 1999), el cis-
crotononitril (p. ex. Balbuena i Llorens, 2003) i l'al-lilnitril (p. ex. Balbuena i Llorens,
2001).

a.2.1. Nitrils amb toxicitat sensorial

a.2.1.1. IDPN

La neurotoxicitat de I'IDPN es va determinar en un principi pel quadre clinic permanent
que aquest provocava en rates de laboratori, que consistia en alteracions del
comportament espontani (Delay et al., 1952). Aquesta sindrome es caracteritza pel
moviment repetitiu i anomal del cap, retropulsid, moviments en cercle, hiperactivitat i
dificultats per nedar. (Delay et al., 1952; Thuillier i Burger, 1954). Aquesta sindrome
s'anomena ECC (Excitation with Choreiform and Circling movements) per Selye (1957),
o sindrome de ball de vals (Waltzing) (Goldin et al., 1948; Thuiller i Burger, 1954).

10
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Inicialment es va intentar explicar aquesta sindrome en termes patologics hipotetitzant
que seria conseqliencia de l'accié axonopatica de I'IDPN. Tot i aix0, estudis posteriors
han demostrat que I'IDPN provoca degeneracidé de les cel-lules ciliades del vestibul (fig.
9) i que aquest efecte explica la sindrome comportamental (Llorens et al., 1993b;
Llorens i Demémes, 1994; Llorens i Rodriguez-Farré, 1997; Seoane et al., 2001).

a.2.1.1.1. Toxicitat visual
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Fig. 5 Estructura de la retina. A Esquema de Purves et al. (1997). B Tall semifi de retina (blau de Toluidina)
1- Capa de cel. ganglionars de la retina, 2- Paret plexiforme interna de la retina, 3- Capa nuclear interna de la
retina, 4- Paret plexiforme externa de la retina, 5- Capa nuclear externa de la retina, 6- Capa de fotoreceptors
de la retina

Selye (1957) va descriure els efectes toxics de I'IDPN al sistema visual de la rata, del
ratoli, del gat i de la mona. Concretament, aquests efectes eren opacitat de cornia,
despreniment de retina, hemorragies i exsudats inflamatoris intraoculars. Treballs
posteriors confirmaren aquests efectes (Forgacs, 1960; Health i Rutter, 1966; Barone

et al., 1995) i es destacaren canvis en l'electroretinograma (Wang i Health, 1968),

11
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cosa que indica que la retina i el sistema vascular de I'ull eren possibles dianes d’accio

toxicologica de I'IDPN.

Barone et al. (1995) estudiaren el curs temporal i la corba dosi-resposta de la
neurotoxicitat de I'IDPN a la retina. Observaren dilataci6 somatodendritica de les
neurones de la capa nuclear interna i hemorragia focal entre I'epiteli pigmentat i la
retina. Posteriorment apareixia un despreniment complet de la retina que es mantenia
només per unions amb el cos ciliar i el disc optic. Paral-lelament observaren una
degeneracié de la capa nuclear interna i de la capa nuclear externa, i nombrosos
macrofags s’infiltraren en el nou espai sota la retina. Amb el temps, la retina tornava
al seu lloc de forma progressiva des del centre a la periféria i quedava de nou unida al
disc optic, i I'epiteli pigmentat es regenerava completament. Tot i aix0, les estructures
neuronals de la retina continuaven lesionades, s’observava una perdua parcial de
neurones de les capes nuclears interna i externa, i la resta presentaven una clara
desorganitzacié. Abans del despreniment de retina, apareixien alteracions en
estructures no neuronals que incloien opacitat de cornia, invasié de granulocits a la
substancia propia de la cornia i a la cambra anterior, i pérdua d’afinitat de la

substancia propia a la tincié de Nissl. Tot i aix0, aquestes alteracions sén transitories.

Per altra banda, hi ha altres treballs que utilitzen la proteina acidica fibril-lar de glia
(GFAP) com a marcador de toxicitat visual. La retina dels mamifers té dos tipus de
macroglia: els astrocits i les cél-lules de Miller. Els astrocits de retina sén escassos i la
majoria d’ells es troben associats a la capa ganglionar i al nervi optic de la retina,
especialment al voltant dels vasos sanguinis, i expressen GFAP de manera constitutiva.
Les cél-lules de Miiller son presents a tota la retina i formen part de la seva estructura
de suport. El cos cel-lular de les cél-lules de Miller es localitza a la capa nuclear interna
i presenta dues elongacions, una dirigida cap a la membrana limitant interna i I'altra
cap a l'externa, que s’expandeixen per tota la retina (De Raad et al., 1996; Humphrey
i Moore, 1996). Igual que en altres cél-lules glials, les cél-lules de Miller poden
expressar GFAP. A la retina d’un animal control, les cél-lules de Miller practicament no
expressen GFAP (Bignami i Dahl, 1979; De Raad et al., 1996). Tot i aix0, una lesié a la
retina causa una reaccid de gliosi en la qual participen tant els astrocits com les
cél-lules de Miller de la retina. L'activaci6 d’aquesta glia inclou un augment en

I'expressié de GFAP observada mitjangant immunohistoquimica (Bignami i Dahl, 1979;

12
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Lewis et al., 1989; Barone et al., 1995; De Raad et al., 1996; Humphrey i Moore,
1996).

Seoane et al. (1999), utilitzant la GFAP com a marcador de toxicitat visual, van
estudiar la gliosi associada a la degeneracié retinal induida per IDPN a la rata. Les
rates van ser administrades amb dosis d’IDPN de 0 a 400 mg Kg* dia™ tres dies
consecutius, i sacrificades en diferents grups des d'un dia després de I'administracio
fins a 16 setmanes després. Com a resultats principals van determinar un efecte
reversible d’opacitat de cornia i increments de GFAP dosi i temps dependents.
Analitzant aquest resultats juntament amb la resta d’inclosos en aquest treball (fig.6),
es pot afirmar que la GFAP és un bon biomarcador per a determinar el nivell de
degeneracié de la retina induida per IDPN i a la vegada obre la porta a utilitzar I'analisi

de GFAP per a caracteritzar la toxicitat visual d'altres compostos.

Fig. 6 Efectes de I'IDPN (400 mg kg ™ dia™ x 3 dies) sobre la morfologia de la retina. Talls semifins (1um)
de retines incloses en Epon i tenyides amb blau de toluidina. A Control amb sali. B Quatre setmanes després
de I'administracié d’IDPN. Evident dilatacié cel-lular a les capes nuclears interna i externa. C 16 setmanes

després de I'administracio. Marcada degeneracio retinal.

a.2.1.1.2. Toxicitat vestibular

L'IDPN provoca degeneracio de les cél-lules ciliades del vestibul (fig. 9) i aquest efecte
explica la sindrome comportamental ECC associada a aquest nitril (Llorens et al.,
1993b; Llorens i Demémes, 1994; Llorens i Rodriguez-Farré, 1997; Seoane et al.,
2001).

13
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Fig. 7 Epiteli vestibular de rata. A Microscopia optica d'una cresta vestibular. (I) Cél. ciliades tipus I, (II)
Cel. ciliades tipus 1I, (s) Estereocilis, (n) Fibres nervioses. B Superficie de la cresta sense la clpula. Les
estructures poligonals (fletxes) son les cél-lules de suport amb les microvellositats. C Vista lateral de les CC
de la cresta: (1) Estereocilis; (2) Lamina reticular que separa els cossos cel-lulars de I'espai endolimfatic; (3)
Cél. ciliada tipus I; (4) Cél. ciliada tipus II.

14
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Fig. 8 El laberint i la seva innervacio. Esquema modificat de Purves (1997)

Fig. 9 Degeneraci6 de cél-lules ciliades de la cresta de I'epiteli vestibular de rata. Esquerra: cresta control.

Dreta: degeneracio total de CC per I'administracié d’IDPN.

Hi ha una clara similitud entre l'alteracié del comportament espontani de les rates
tractades amb IDPN i la sindrome ECC de linies mutants de ratolins i conills d’indies i
altres animals intoxicats amb arsanilat de sodi (Anniko i Werséll, 1977; Sobin i Wersall,
1983; Demémes i Sans, 1985; Wenngren i Anniko, 1989) i de les rates sotmeses a
laberintectomia quirdrgica bilateral (Llorens et al., 1993b) o a una injeccio

intratimpanica bilateral d’acid arsanilic (Llorens i Rodriguez-Farré, 1997).
L'IDPN indueix degeneracié de les cel-lules ciliades (CC) vestibulars a les mateixes

dosis agudes a les quals es poden observar canvis en el comportament dels animals

(400-1000mg/kg, i.p.; Llorens et al., 1993b) i que s6n menors a les dosis utilitzades
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en els estudis axonopatics (2000mg/kg, i.p.; Chou i Hartmann, 1964). Per altra banda,
I'exposicié subcronica d’IDPN en aigua de beguda és vestibulotoxica a concentracions
de 0.2 - 0.4%, majors que les necessaries (0.05-0.1%) per a induir axonopatia
(Llorens i Rodriguez-Farré, 1997). Al cap de tres mesos d’exposicié a aquestes ultimes
concentracions d’IDPN, I'animal no presenta pérdua de CC ni sindrome ECC, pero¢ si

axonopatia (Clark et al., 1980; Llorens i Rodriguez-Farré, 1997).

L'efecte degeneratiu de I'IDPN afecta tota la superficie de I'epiteli sensorial vestibular.
Tot i aix0, s’‘observen diferéncies de sensibilitat entre regions intraepitelials, les més
sensibles de les quals son les regions apicals de les crestes i I'estriola de les macules, i
interepitelials, en qué sén més sensibles les crestes que els utricles i els saculs
(crestes > utricles > saculs). Aquest patré regional de diferéncies de sensibilitat a
I'IDPN és el mateix que esta descrit per altres compostos vestibulotoxics com els
antibiotics aminoglicosidics (Aran et al., 1982; Sera et al., 1987; Takumida et al.,
1989). Els factors intrinsecs responsables d’aquestes diferencies de sensibilitat no han
estat encara identificats. Tot i aixd, s’han descrit caracteristiques que varien entre les
CC de diferents arees de l'epiteli sensorial vestibular, i que inclouen el temps de
maduracié durant el desenvolupament (Sans i Chat, 1982), diversos tipus d’innervacio
aferent amb diferents propietats morfologiques, electrofisiologiques i bioquimiques
(Baird et al., 1988; Goldberg et al., 1990; Desmadryl i Deschesne, 1992), i marcadors
bioquimics especifics de grups de CC (Deschesne et al., 1988; Demémes et al., 1993).
Recentment, s’han descrit aquestes diferencies de sensibilitat en epitelis vestibulars en
cultius tractats amb estaurosporina, un agent inductor d’apoptosi, la qual cosa recolza

la hipotesi que sén degudes a factors intrinsecs (Forge i Li, 2000).

L'estudi histologic de la degeneracié de I'epiteli vestibular de la rata exposada a I'IDPN
mostra que les CC de tipus I son més sensibles que les del tipus II (Llorens i
Demémes, 1994), observacié que s’ha descrit també amb altres vestibulotoxics (p. ex.
estreptomicina; Lee i Kimura, 1994). Després d’una exposicid aguda d’IDPN, la
degeneracié de les CC es caracteritza per la preséncia de vaculols en el citoplasma, la
distribucié i la morfologia dels quals suggereixen que s’originen a partir del reticle
endoplasmatic (Llorens i Demémes, 1994). Malgrat que les fibres nervioses aferents i
eferents es mantenen a l'epiteli vestibular durant la degeneracié de les CC que
innerven, s’observa una desaparicio dels contactes entre CC i la terminal nerviosa, i es

perden també les densitats sinaptiques (Llorens i Demémes, 1994). Aquesta
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observacié contrasta amb la descripcié de terminals nervioses en degeneracié de
I'SNC, on persisteixen les densitats pre i postsinaptiques, fins i tot després d’una
degeneracid completa del boté presinaptic (p. ex. Gentschev i Sotelo, 1973).
Posteriorment a la degeneracié completa de la CC, s’evidencia una degeneracié de les
fibres nervioses, cosa que suggereix que aquesta Ultima esdevé com un efecte
secundari de la toxicitat vestibular de I'IDPN (Llorens i Demémes, 1994). Quan la
vacuolitzacid és extensa, els estereocilis apareixen alterats (Llorens i Demémes, 1994),
de manera similar a la degeneraci6 de CC induida per antibiotics aminoglicosidics
(Lenoir i Puel, 1987; De Groot et al., 1991).

Posteriorment, Seoane et al. (2001a), demostraren que la pérdua de CC per intoxicacio
amb IDPN es pot donar per necrosi, apoptosi o extrusido cap a l'espai endolimfatic
depenent del tipus d’administracié d’aquest nitril. Van determinar que el predomini
d’'un tipus o altre de mort cel-lular variava segons la intensitat de I'estimul
degeneratiu, amb predomini de la necrosi a dosis agudes altes, I'apoptosi a models
intermitjos i I’'extrusi6 com a mode predominant durant la intoxicacié cronica a dosis

menors.

En un altre treball, Seoane et al. (2001b), van caracteritzar els efectes
ultraestructurals de l’'exposicid subcronica d'IDPN a l’epiteli sensorial. Observaren
proextrusid i extrusid de CC de les crestes i els utricles de rates exposades a IDPN
0.2% en aigua de beguda durant com a minim 5 setmanes. Exposicions a temps
menors, mostraren signes patologics com la formacié d’'una butllofa a la superficie
apical de les CC, dilatacid, retraccid i fragmentacid de les terminals nervioses aferents,
separacio de les CC de les estructures del voltant i pérdua de les densitats pre i
postsinaptica que caracteritzen les membranes que connecten les CC i les seves
terminals aferents. A partir de les observacions obtingudes en aquest treball van
proposar una seqliéncia d’esdeveniments que condueixen a la degeneracié de l'epiteli i
I’'extrusié de les CC (fig.10) que suggeria una pérdua de la integritat estructural de
I’epiteli, que comengaria a les terminals nervioses o en els contactes cel-lula — cél-lula,
i que provocaria una lesid epitelial i la pérdua de les CC. En resum, el resultats
obtinguts permeten plantejar alternatives a la hipotesi inicial que defensava que I'IDPN
tenia una accid toxica especifica sobre les CC. Seoane et al. (2003) estudiaren

posteriorment la relaciéd entre els filaments intermedis (FI) i la degeneracié de CC i
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suggeriren que l'alteracié del citoesquelet de les terminals nervioses podria causar la

perdua de les CC.
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Fig. 10 Proposta de la seqliéncia d’esdeveniments que porten a |'extrusié de les CC (Seoane et al., 2001b).
Les CC tipus I i les terminals aferents del calze poden ser lesionades abans que altres tipus de cél-lules i de
terminals nervioses. La principal diana d’accié de I'IDPN encara no ha estat identificada pero els NF del calze
aferent i els mecanismes d’adhesié de les cél-lules son els principals candidats a ser-ho. Altres mecanismes
candidats serien l'alteracié de I’equilibri idnic i alteracions en els neurotransmissors. Els efectes sobre la
diana principal conduirien a una lesié primaria de les CC i de les terminals nervioses, i aix0 provocaria
posteriorment |'extrusié de la CC i la desorganitzacid epitelial (CC: cél. Ciliada; CS: cél. de suport; n:

terminal nerviosa; ei: espai intercel-lular)

L'any 1987 es va demostrar que en aus adultes hi havia regeneraci6 de CC
audiovestibulars (Cotanche, 1987; Cruz et al., 1987; Cotanche, 1997). En mamifers,
concretament en conill d’indies, es van trobar CC immadures a |'epiteli vestibular
després de I'exposicié a antibiotics aminoglicosidics (Forge et al., 1993, 1998; Warchol
et al., 1993; Rubel et al., 1995; Li i Forge, 1997). A les rates exposades a IDPN, no
s’han observat indicis de regeneracié de CC (Llorens et al., 1993b), de manera que
I'aparent recuperacié funcional de rates tractades amb 400 mg/kg d'IDPN a les 3
setmanes de [|'administracid, s’explicaria més facilment com a resultat d’'una
compensacié comportamental basada en la informacié sensorial provinent de les CC

restants en un epiteli vestibular parcialment lesionat (Llorens et al., 1993b).
Per Ultim, sabent que les alteracions en el comportament espontani en rates sotmeses

a una bilaberintectomia persisteixen com a minim sis mesos postcirurgia sense que hi

hagi compensaci6 de les deficiencies vestibulars amb els sistemes visuals i
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propioceptius (Porter et al., 1992), es suggereix que I'IDPN no només provoca

I'aparicié de la sindrome ECC sin6 que també és responsable de la seva permanéncia.

a.2.1.1.3. Toxicitat auditiva

Fig. 11 Components de |'d6rgan de Corti. A Esquema 1- Membrana tectorial, 2- Estria vascular, Capil-lar, 4-
Dents acustiques, 5- Cél. Interdentals, 6- Limbe de la lamina espiral ossia, 7- Estria de Hensen, 8- Lamina
reticular, 9- Solc espiral intern, 10- Cél. de Held, 11- CC interna, 12- Fibres del nervi coclear per les CC
externes, 13- Canals de Nuel (cuniculum intermedium), 14- CC externes, 15- Canal extern (cuniculum
externum), 16- Ceél. de Hensen, 17- Ceél. de Claudius, 18- Solc espiral extern, 19- Ceél. interna falangeal, 20-
Limbe de la lamina espiral 0ssia, 21- Fibres coclears aferents (blau) i eferents (vermell), 22- Habenula
perforata, 23- Barra interna, 24- Vas espiral, 25- Canal intern de Corti, 26- Barra externa, 27- Cel. externa
falangeal, 28- Lamina basilar, 29- Ceél. Perilimfatiques, 30- Cresta basilar. B Superficie amb CC i interior de
I’'0rgan de Corti (microscopia de rastreig). Les fletxes blaves indiquen les CC externes i |'asterisc el canal de

Corti on s’encreuen les fibres nervioses (fletxes verdes).
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La toxicitat auditiva de I'IDPN va ser observada per primera vegada en rates per Wolff
(Wolff et al., 1977), que va observar com aquestes perdien la resposta de sobresalt
davant estimuls auditius. Després de tres dies d’exposicié aguda a IDPN, les rates
perden la capacitat de sentir sons d’altes freqlieéncies (p. ex. 40 kHz), i dos dies més
tard els de freqiéncies mitjanes (p. ex. 5 kHz) (Crofton i Knight, 1991; Llorens i
Crofton, 1991). Utilitzant audiometria per modificacié de reflexos s’observa que les
diferencies auditives es presenten en un ampli espectre de freqliéncies des de 0.5 a 80
kHz (Crofton et al., 1994). El registre de potencials evocats del centre auditiu del tronc
de I'encéfal confirma I'augment dels llindars auditius a diferents freqliéncies, la qual
cosa indica que la lesio es localitza a la coclea i no en estructures retrococlears
(Crofton et al., 1994). Els estudis morfologics de I'drgan de Corti de rates tractades
amb IDPN mostren que la degeneracidé incrementa progressivament en la direccio
basal a apical, amb una major afectacié de les CC externes que de les internes
(Crofton et al., 1994). Aquesta alteracio auditiva és similar a la descrita pels ototoxics
aminoglicosidics (Stebbins et al., 1969; Wersall, 1973). L'IDPN, de manera dosi-
dependent també causa degeneracid de les cel-lules ganglionars de I'drgan de Corti
(Crofton et al., 1994).

Davant la similitud entre les CC del vestibul i les auditives, i havent-se demostrat la
capacitat de I'IDPN a induir tant efectes toxics vestibulars com auditius, Seoane et al.
(2005) hipotetitzaren que les CC auditives podien eliminar-se mitjancat un procés
d’extrusié amb una exposicié subcronica d'IDPN, de la mateixa manera que en les CC
vestibulars. Observaren un procés d’extrusié cel-lular analeg al que s’observa en les
crestes i utricles vestibulars amb la formacio inicial d’una butllofa a la superficie apical
de les cel-lules, just darrera dels estereocilis, una fusid posterior dels cilis i una
extrusié de la CC cap a I'espai luminar. Tot i aix0, a diferéncia de les CC vestibulars, no
es troben CC auditives totalment extruides de I'epiteli i de fet sembla ser que a
diferéncia del que passa en el vestibul, les CC de I'6rgan de Corti podrien degenerar
abans de la seva extrusido completa. Aquest treball va permetre confirmar, a més, que
s6n només les CC les que pateixen l'extrusié i que aquesta degeneracio es dona de
forma progressiva des de la part basal de I'0rgan de Corti cap a la part apical, de
manera molt similar al que passava amb l’‘exposicid aguda d’'IDPN (Crofton et al.,
1994).
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a.2.1.1.4. Toxicitat olfactiva

C m Lateral olfactory tract

to alfactory corfex —-

cell

Axons of

olfactory
receplor cells

Fig. 12 Epiteli olfactori. A Esquema epiteli olfactori adaptat i modificat per Bannister et al. (1999), Grey’s Anatomy.
1- Cilis de cél. olfactories (ONR), 2- Microvellositats de les cél. de suport, 3- Procés dendritic d'ORN, 4- Cél. de
suport, 5- Conducte excretor de la glandula de Bowman, 6- Pericari d’'ORN, 7- Cél. basal, 8- Axons olfactoris, 9-
Beina glial d’axons olfactoris, 10- Acini de Bowman. B Mucosa olfactoria nasal (tinci6 HE) 1- Mucus, 2- Capa
superficial no nuclear, 4- Capa de cél. basals, 6- Beina del plexe subepitelial vends, 8- Nuclis de cél. de suport, 9-
Cossos cel-lulars i nuclis d'ORN, 10- Procés dendritic d’'ORN, 11- Glandules de Bowman, 12- Lamina propia rica en
cél. C Epiteli olfactori i bulbs olfactoris. Esquema de Purves et al. (1997)

L'IDPN, administrat intraperitonealment en rates, provoca la degeneracié de l'epiteli
olfactori de la zona del meat medial dorsal (DMM) (Genter et al., 1992) (fig.13). 24
hores després d’una sola dosi d'IDPN 400 mg/kg, s’observa una degeneracio d’entre un
15 i un 20% de I'area que ocupa la mucosa olfactoria. A les 48 hores de I'administracid
comencen processos de regeneracid i reparacié del teixit olfactori lesionat, processos
que duren aproximadament 8 setmanes. Tot i aix0, el teixit regenerat presenta

algunes seqlieles com metaplasies i fibroplasies en arees adjacents al meat dorsal.
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La degeneracid de |'epiteli olfactori per part de I'IDPN es pot determinar per I'augment
d'immunoreactivitat de GFAP en els bulbs olfactoris (BO) (Genter et al., 1992; Llorens
et al., 1993). S’ha observat que aquest augment de GFAP en els BO es correlaciona
amb la degeneracio de les terminals aferents induida per la lesid6 de les neurones

olfactories de la cavitat nasal (Genter et al., 1992).

Fig. 13 Degeneracio de la mucosa olfactoria per IDPN (Genter et al., 1992). Les creus verdes marquen la

degeneracidé d’aquest epiteli després de la intoxicacié amb IDPN

a.2.1.2. Al:lilnitril

L’al-lilnitril o 3-butenenitril (CH,=CH-CH,-CN) indueix una alteracié del comportament
espontani en rates (Tanii et al., 1989b, 1991a) semblant a la que s’‘observa amb
I'IDPN.

Aquest compost, a més de sintetitzar-se industrialment, és present en diversos
vegetals del grup de les cruciferes, com per exemple el broquil, la col i les cols de
Brussel-les (Tanii H. et al. 2003). Tot i aix0, els resultats obtinguts fins al moment,
suggereixen que el consum diari d’aquests vegetals porta a un consum inferior al nivell
d’al-lilnitril necessari per a provocar efectes neurotoxics al consumidor (Tanii H. et al.,
2004).

S’ha publicat que l'al-lilnitril causa alteracions en el metabolisme de la serotonina, la

dopamina i la noradrenalina en diverses arees del cervell (Tanii et al., 1991b, 1993),

degeneracido neuronal a I’habénula medial i el nucli del rafe (Zang et al., 1999), i
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alteracions dels sistemes GABAérgics ascendents del nucli habénula medial
interpeduncular del rafe i de la substancia negra (Tanii et al., 2000). Tot i aixd, cap
d’'aquestes observacions planteja una hipotesi coherent sobre els efectes

comportamentals dels nitrils.

a.2.1.2.1. Toxicitat visual

El tractament agut amb al-lilnitril produeix opacitat de cornia reversible (Balbuena i
Llorens, 2001), similar a I'IDPN (Selye, 1957; Forgacs, 1960; Barone et al., 1995).

Per altra banda, rates exposades a al:lilnitril presenten gliosi reactiva a la retina, cosa
que suggereix la preséncia de neurodegeneracid. (Balbuena i Llorens, 2001). Tot i

aix0, aquests efectes no han estat encara del tot demostrats.

a.2.1.2.2. Toxicitat vestibular

Fig. 14 Balbuena i Llorens 2001. Efectes de I'al-lilnitril a I'epiteli sensorial vestibular (Fotografies per SEM 28

dies després de |'administracid). A-C Cresta, utricle i sacul respectivament d’una rata administrada amb 20 mg
kgt dia-t x 3 dies. Aparenga similar a la d’animals control D-F A més augments, pero, s‘observa una lleugera
pérdua de CC (fletxes) G-I Cresta, utricle i sacul respectivament d’una rata administrada amb 40 mg kg-! dia-t x
3 dies. Pérdua quasi completa de CC a la cresta, evident pérdua a l'estriola de I'utricle (fletxa) i en el sacul. J-L
Cresta, utricle i sacul respectivament d’una rata administrada amb 60 mg kg-! diat x 3 dies. Perdua completa
de CC. Escala en pm: A=50, B=200, C=200, D=100, E=10, F=10, G=50, H=200, I1=20, J=100, K=200, L=200
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De manera molt similar a I'exposicié a IDPN, l'al-lilnitril causa degeneracié de les CC
del sistema vestibular, que afecta en major grau les crestes vestibulars respecte als
utricles i els saculs (Balbuena i Llorens, 2001). Balbuena i Llorens (2001) demostren
que, a l'igual que I'IDPN, els efectes sobre el comportament espontani (sindrome ECC)
s’expliquen per la seva toxicitat sensorial: per la degeneracié de les CC del vestibul
(fig. 14).

a.2.1.2.3. Toxicitat auditiva

L’exposicié aguda d‘al-lilnitril 40 mg kg™ dia™® i.p. durant tres dies, indueix una pérdua
completa de CC externes i una degeneracidé dels esterocilis de les CC internes a les
parts mitjana i basal de I'0rgan de Corti, i una pérdua parcial de CC externes a la part
apical d’aquest organ (Balbuena i Llorens, 2001) (fig. 15).

Fig. 15 Balbuena i Llorens 2001. Efectes de l'al-lilnitril a I'organ de Corti (fotografies SEM 28 dies després de
I'administraci6). A Part medial de rata 20 mg kg-1 dia-1 x 3 dies. Aparenga normal. B Part medial de rata 40 mg kg-1
dia-1 x 3 dies. Pérdua completa de CCs externes i alteracions estructurals de les CCs internes. C Part apical de rata 60

mg kg-1 dia-1 x 3 dies. Pérdua completa de CCs externes i internes. Escala =20 pm.

Per altra banda, I’'exposicié subcronica d’aquest nitril, administracié oral de 40 mg kg™
dia? durant 12 setmanes (cinc dies per setmana), causa una desaparicié dels
potencials evocats auditius del tronc encefalic (Gagnaire et al., 2001) i de CC externes
i internes de I'd0rgan de Corti, de manera similar als efectes descrits per I'al-lilnitril a
dosis aguda, del crotononitril (Gagnaire et al., 2001) i de I'IDPN (Crofton et al., 1994).
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a.2.1.2.4. Toxicitat olfactiva

Les rates exposades a al-lilnitril, a lI'igual que a la retina, presenten gliosi reactiva en
els bulbs olfactoris, la qual cosa suggeriex la preséncia de neurodegeneraciéo a la
mucosa (Balbuena i Llorens, 2001). Tot i aix0, aquests efectes no han estat encara del

tot demostrats.

a.2.1.3. Cis-crotononitril

El cis-crotononitril és un dels dos isbmers corresponents a I'anomenat crotononitril o 2-
butenenitril (CH3-CH=CH-CN), nitril que es comercialitza en forma de solucié barreja
de dos isomers, cis i trans, amb una ratio aproximada de cis:trans de 60:40. Aquesta
barreja dels dos isomers, indueix la sindrome ECC en animals d’experimentacié de
forma similar a I'IDPN (Tanii et al., 1989a, 1991) i toxicitat en el sistema vestibular
(Llorens et al., 1993b, 1998).

Estudiant per separat la neurotoxicitat dels dos isomers obtinguts per destil-lacio,
s’‘observa que l'isomer trans provoca deficits motors d’activitat vertical, mentre que

I'isomer cis provoca toxicitat sensorial (Balbuena i Llorens, 2003).

a.2.1.3.1. Toxicitat visual

Els animals tractats amb crotononitril barreja presenten opacitat de cornia (Llorens et
al., 1998), similar a I'IDPN (Selye, 1957). En el cas del cis-crotononitril, aquesta
opacitat de cornia és dosi-dependent i s'observa sobretot en rates tractades amb 120
mg kg! dia? x 3 dies consecutius i és molt evident entre 2 i 4 dies després de
I'administracié (Balbuena i Llorens, 2003). Aquest efecte és reversible i generalment
les rates recuperen la transparencia de la cornia al cap d'1 o 2 setmanes després de

I'administracié (Balbuena i Llorens, 2003).

Per altra banda, s’'ha observat un increment de GFAP a la retina dosi-dependent
(Balbuena i Llorens 2003). La gliosi a la retina és evident tant a 1 com a 4 setmanes
després de I'administracid, perd només en les rates administrades amb 120 mg kg™
dia® x 3 dies. A dosis inferiors no s‘observaven augments de GFAP a la retina
(Balbuena i Llorens 2003).
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a.2.1.3.2. Toxicitat vestibular

El crotononitril barreja dels dos isomers, indueix als animals d’experimentacié la
sindrome ECC de manera similar a I'IDPN (Tanii et al., 1989a, 1991) i toxicitat en el
sistema vestibular (Llorens et al., 1993b, 1998). A la dosi maxima utilitzada de 150
mg kg " dia ! x 3 dies consecutius, similar a la LD50 (Tanii et al., 1989a), no s’arriba
a la destrucciéo completa de I'epiteli vestibular (Llorens et al., 1998). Es demostra que
el grau de lesi6 vestibular es correlaciona amb |'alteracié del comportament espontani
(Llorens et al., 1998), a ligual que s‘observa amb I'IDPN (Llorens et al., 1993b;

Llorens i Rodriguez-Farré, 1997).

Fig. 16 Balbuena i Llorens 2003. Efectes dels isomers del crotononitril. Microscopia electronica de
rastreig 28-30 dies després de l'administracié. A Utricle control. Les fletxes indiquen la localitzacié
aproximada de I'estriola, la linia virtual que separa dos grups de CC de polaritat oposada i aixd correspon
a la part central del receptor. B Utricle de rata trans-crotononitril 250 mg kgt dia! x 3 dies. Aparenga
control C Utricle de rata cis-crotononitril 250 mg kg-t dia-! x 3 dies. Pérdua de CC a l'estriola (fletxes). D
Utricle de rata cis-crotononitril 250 mg kg-t dia-t x 3 dies. Pérdua practicament completa de CC. Escala
100 pm

Estudiant I'isdbmer cis per separat, s’ha observat que, igual que en el cas de I'IDPN i
I’al-lilnitril, provoca pérdua de cél-lules ciliades de I'epiteli vestibular (fig.16) (Balbuena
i Llorens 2003) i aquest fet explica les alteracions del comportament espontani que
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presenten els animals administrats. Per contra, l'isbmer trans no mostra aquesta

toxicitat vestibular.

a.2.1.3.3. Toxicitat auditiva

L'exposicid a crotononitril barreja produeix perdua del reflex de reaccié a un estimul
auditiu (Llorens et al., 1998), com s’observa a I'IDPN (Wolff et al., 1977; Crofton i
Knight, 1991). També es mostra una pérdua completa de cél-lules ciliades externes i
internes de la part basal de I'0rgan de Corti, mentre que a les parts mitjana i apical, la
pérdua d’ambdds tipus cel-lulars és parcial, amb major afectaci6 de les externes
(Gagnaire et al., 2001), resultats similars als observats amb I'IDPN (Cofton et al.,
1994).

Estudiant l'isomer cis per separat, s’ha observat que provoca una pérdua dosi-
dependent de CC auditives (Balbuena i Llorens 2003), que a l'igual que Ial-lilnitril i
I'IDPN, comencen degenerant progressivament les CC de la part basal i finalment les

de la part apical.

a.2.1.3.4. Toxicitat olfactiva
El cis-crotononitril provoca un augment de GFAP als bulbs olfactoris una setmana
després de I'administracié de 80, 100 i 120 mg kg dia™ x 3 dies. Tot i aixd, quatre

setmanes després de l'exposicid d’aquest nitril, els nivells de GFAP sén similars als

observats en rates control.

A.3. Axonopatia neurofilamentosa

a.3.1. Introduccio

El sistema nerviés té dos components principals separats anatomicament, pero

funcionalment relacionats: sistema nervios central i sistema nervios periféric (SNP).
L'SNP esta format per ganglis i nervis que es troben fora de la volta cranial i del canal

vertebral, i que comuniquen I'SNC amb la resta de l'organisme, ja sigui portant

informacié sensorial cap a I’'SNC (vies aferents) o portant ordres des de I’'SNC cap als
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Fig. 17 Esquema general dels Sistema nervidés Central (rosa i taronja) i Periféric (blau) huma. Adaptacié del

material didactic de psicologia de la UOC.

organs efectors, musculs i glandules (vies eferents).

L'SNP és particularment vulnerable als agents quimics amb capacitat per causar

axonopaties neurofilamentoses. Una axonopatia neurofilamentosa és un desordre
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neuropatologic que afecta principalment els axons de les neurones i que es caracteritza
per l'acumulaci6 de neurofilaments (NF) dins de I'ax6. Com veurem als apartats
seglients, existeixen nitrils que causen aquest desordre. Un dels més estudiats en
aquest sentit ha estat el 3,3'-iminodipropionitril (IDPN) conegut des dels anys seixanta
pel seu important efecte axonopatic (Chou i Hartmann, 1964; Slagel i Hartmann,
1965).

a.3.2. Biologia dels neurofilaments

Els neurofilaments soén filaments intermedis (FI) del citoesquelet neuronal i tenen un
diametre d’entre 8 i 10 nm. Els NF i altres proteines neuronals de la superfamilia dels
FI, estan presents al llarg de l'axogénesi neuronal. A diferéncia d’altres FI, les
proteines dels NF consten de tres polipéptids diferents amb un domini llarg carboxi-
terminal. En mamifers, el triplet d'NF esta format per tres tipus de subunitats
anomenades lleugera (NFL), mitjana (NFM) i pesada (NFH), de 68, 160 i 200 kDa
respectivament. Els NF heteropolimérics son els més abundants del citoesquelet en
neurones grans amb axons mielinitzats, particularment les motores i les sensorials
(Lee i Cleveland, 1996). Recentment s’ha proposat que l‘a-internexina és un quart

component dels NF (Yuan et al., 2006).

L'organitzacié de la xarxa d'NF en els axons es caracteritza per una orientacio
longitudinal i un espai constant entre filaments amb prolongacions laterals en els
dominis de la cua de les subunitats NFM i NFH (Julien i Mushynski, 1998). Els NF
actuen com a moduladors del diametre axonal dels axons mielinitzats, funcié crucial

per a determinar la velocitat de conduccié (Julien i Mushynski, 1998).

S’han observat alteracions d'NF en diversos processos patologics. Aquestes
acumulacions es poden localitzar tant a la part proximal de I'axé com a la distal, aixi
com també en el cos neuronal. S'observen acumulacions d’NF en el pericari neuronal
en diverses malalties neurodegeneratives humanes (Clark et al., 1980) i en diversos
models experimentals d’intoxicacié amb vincristina, colquicina i alumini (Clark et al.,
1980; Spencer i Schaumburg, 1983). S’han descrit també acumulacions d’NF a l'axé
proximal en pacients amb esclerosi lateral amiotrofica (ELA) i amb atrofia muscular
espinal humana (AME) i en gossos amb atrofia muscular espinal canina hereditaria

(Clark et al., 1980; Perrone-Capano et al., 2001). Tal com s’explica a l'apartat
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seglent, la intoxicacid6 amb el nitril IDPN provoca també axonopaties proximals als
animals (Chou i Hartmann, 1964). Per altra banda les dilatacions axonals multifocals a
I'axd distal sén un aspecte important en neuropaties associades a l’‘exposicid a
hexacarboni, acrilamida i disulfur de carboni i en la neuropatia axonal gegant
d’humans i canins (Clark et al., 1980; Spencer i Schaumburg, 1983).

a.3.3 Intoxicacié amb IDPN com a model d’axonopatia proximal

Arran dels primers intents d’explicar la sindrome ECC en termes patologics, es van
descobrir dilatacions patologiques als axons proximals (fig.18) que contenien
acumulacié de neurofilaments (Chou i Hartmann, 1964), principalment en neurones
motores i sensorials (Chou i Hartmann, 1964; Slagel i Hartmann, 1965) i semblants a
les observades en I'ELA (Clark et al., 1980; Perrone-Capano et al., 2001).

Fig. 18 Axonopatia neurofilamentosa proximal a un gangli de I'arrel dorsal d’una rata tractada amb
IDPN. L’asterisc assenyala I’'axé de major diametre a cada fotografia d’escala idéntica.

Tot i aix0, tal com s’explica a l'apartat A.2, estudis posteriors han demostrat que
I'IDPN provoca degeneracié de les cél-lules ciliades del vestibul i que aquest efecte
explica la sindrome comportamental (Llorens et al., 1993b; Llorens i Demémes, 1994;
Llorens i Rodriguez-Farré, 1997; Seoane et al., 2001).

a.3.3.1. Estudis del mecanisme d’accié axonopatica de I'IDPN a la rata

Els NF son els components més estables del citoesquelet i formen una estructura

dinamica que varia de composicié i mida al llarg de I'axd. Els tres tipus de subunitats
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es sintetitzen al cos neuronal i viatgen al llarg de I'axd. Estudis diversos indiquen que
el transport axonal dels NF, conegut com a transport lent “a” per la seva velocitat de
0,3-3mm/dia), resulta del moviment rapid de 3um/s, asincronic i interromput
freqientment per pauses prolongades, d’oligdmers d’NF que s’intercanvien amb una
xarxa d’'NF estacionaria (Wang et al., 2000; Roy et al., 2000; Brown, 2000). L’equilibri
entre el transport dels NF i el seu acoblament pot ser regulat de manera diferent en
diverses regions de I'axé i en diferents neurones sota diverses condicions fisiologiques

i patologiques (Nixon, 1998).

En els anys 70, els estudis de transport axonal es basaven en una altra hipotesi que
proposava que els NF, després de sintetitzar-se en el pericari de la neurona, es
transportaven cap a I'extrem distal de I'axd en forma de massa semisolida que es mou
a 0,2-0,4 mm per dia (Nixon, 1998). En aquest marc conceptual s’estudia I'axonopatia
proximal induida per I'IDPN (Griffin i Price, 1976, 1980; Griffin et al., 1978; Yokoyama
et al., 1980; Papasozomenos et al., 1981; Komiya et al., 1986).

Diversos estudis demostren que el transport axonal lent anterograd de proteines esta
afectat al llarg de tot I'axé per I'IDPN (Yokoyama et al., 1980; Komiya et al., 1986).
Els components que es sintetitzen en el cos neuronal i es dirigeixen cap a la terminal
nerviosa son les subunitats o y p de la tubulina, que sén els principals constituents dels
microtubuls, el polipéptid d’actina que és un component del microfilaments i els tres
polipéptids que formen part dels NF. L'exposici6 a IDPN altera selectivament el
transport axonal de neurofilaments al llarg de tot I'axd (Griffin et al., 1978; Yokoyama
et al., 1980), mentre que el transport de tubulina i actina no es troba afectat
(Yokoyama et al., 1980) o ho esta en un grau menor (Griffin et al., 1978), depenent
de la pauta d’administracié. També s’observa que la sintesi dels NF no esta alterada,
com tampoc ho estan el sistema de transport axonal anterdgrad rapid ni el retrograd
(Griffin et al., 1978; Yokoyama et al., 1980). Es suggereix que |I'axonopatia induida per
IDPN es produeix per una alteracié del transport dels NF, quan aquests ja han estat
sintetitzats i han passat al segment proximal de |'axd. Aquest procés explicaria la
localitzacié proximal de les acumulacions dels NF (Griffin et al., 1978). Es proposen dos
mecanismes d’accié de I'IDPN. Un proposa que el toxic afecta directament sobre alguns
elements del transport axonal dels NF, i 'altre que I'IDPN produeix una alteracio post-
translacional sobre els NF que els deixaria incapacitats per a ser transportats (Griffin et

al., 1978; Komiya et al., 1986). En relaci6 amb aquesta segona hipotesi, s’ha suggerit
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gue un metabolit de I'IDPN podria modificar covalentment els NF i provocar la seva
incapacitat per a ser transportats (Sayre et al., 1985). Aquestes hipotesis no s’han
pogut confirmar en estudis posteriors i, fins i tot, s’han arribat a posar en dubte quan
es van demostrar acumulacions d'NF en el pericari dels ganglis vestibulars, dificils
d’explicar amb aquestes hipotesis (Llorens et al., 1994; Llorens i Demémes, 1996).
Aixi doncs, a dia d’avui, encara no esta aclarit el mecanisme d’acci6 de I'IDPN en

I'axonopatia proximal.

L'estudi realitzat per Papasozomenos et al. (1981) mostra com en els nervis motors de
rates intoxicades amb IDPN hi ha desplacament d'NF a la periféria de la llum axonal
aixi com també de microtUbuls, mitocondris i reticle endoplasmatic llis cap al centre, i
al llarg de tota la longitud axonal. El treball de Griffin et al. (1983a) també descriu
aquesta desorganitzacié del citoesquelet després d’una injeccié directa de I'IDPN a
I'axé. Es molt destacable el fet gue les proteines desplagades cap al centre de I'axd no
tenen un transport axonal alterat durant la intoxicacié per IDPN. Com a explicacid
d’aquestes observacions es suggereix que I'IDPN podria alterar la regulacié dels ponts
d’'unié d’NF i microtubuls (MT) (Papasozomenos et al., 1981). Tot i aixd, aquesta

hipotesi no ha pogut ser confirmada en treballs posteriors.

Altres estudis sobre I'IDPN es centren en les modificacions post-translacionals dels
neurofilaments. Se sap que els neurofilaments poden ser modificats per diverses
proteines kinases (PK) i per fosfatases que actuen ens els extrems de les subunitats
dels NF (Pant i Veerana, 1995). La fosforilacié i desfosforilacié dels diferents dominis
de cada subunitat dels NF regulen la polimeritzacié de les subunitats, el seu transport,
les seves interaccions amb altres proteines del citoesquelet i la seva degradacio, aixi
com la distancia entre els filaments intermedis (Kampfl et al., 1996; Nixon, 1998).
Normalment, els NF dels axons es presenten extensament fosforilats, mentre que els
del pericari neuronal ho estan de forma més escassa (Gold i Austin, 1991). Aquesta
heterogeneitat en la distribuci6 d’NF fosforilats (pNF) esta alterada en nombroses
patologies humanes i experimentals, incloent la malaltia d’Alzheimer, malalties
neuronals motores com I'ELA i I’ EMA, I'axotomia i la intoxicacié per neurotoxics com
I'acrilamida, l'alumini i els organofosforats (Gold i Austin, 1991). En el model
d’intoxicaci6 amb IDPN, també s’observa un augment anomal dels pNF en el pericari
de les neurones de la DRG i a les dilatacions axonals de les neurones motores i
sensorials (Gold i Austin, 1991).
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També s’ha descrit que la fosforilacidé de les subunitats dels NF, sobretot I'NFH, és
significativament més gran en preparacions in vitro de rata tractada amb IDPN que en
rates control (Eyer et al., 1989). S’observa que un augment dels pNF disminueix el
transport axonal d’'NF i que la fosforilacid del domini de la cua de la subunitat NFH,
realitzada per la PK cdc-2, inhibeix les interaccions NF-MT (Hisanaga et al., 1991;
Miyasaka et al., 1993). Tot i aix0, es desconeix encara la implicacid directa de la
fosforilacié aberrant dels NF i les interaccions NF-MT amb la regulacié del transport
axonal (Watson et al., 1991; Nixon et al., 1994).

Per altra banda, a I'axo periféric, la cél-lula de Schwann mielinitzant regula el transport
i la acumulacié d’NF (De Waeght et al., 1992). Treballs posteriors han corroborat la
relacié entre els graus de mielinitzacio, la fosforilacié dels NF i la mida del segment
proximal dels axons en els DRG, en neurones ganglionars de la retina i en els néduls
de Ranvier (Lee i Cleveland, 1996; Nixon, 1998). En els segments poc mielinitzats, els
NF es troben menys fosforilats i més proxims entre si que en els segments mielinitzats
dels mateixos axons. Aquests resultats suggereixen que el procés de fosforilacié dels
NF esta relacionat i potser regulat per l'activitat dels oligodendrocits o de les cel-lules

de Schwann que envolten I'axé (Lee i Cleveland, 1996; Nixon, 1998).

En el cas de I'IDPN, s’ha observat que les acumulacions d’'NF es generen en el pericari,
i no a I'axo, de les neurones del gangli vestibular (Llorens i Demémes, 1996), neurones
que es caracteritzen per presentar el cos neuronal mielinitzat. Aquest fet suggereix
I’'existéncia d’una relacié entre el mecanisme d’acci6 de I'IDPN i la regulacié del

comportament dels NF per la cél-lula de Schwann (Llorens i Demémes, 1996).

a.3.3.2. Implicacié de l'alteraciéo dels filaments intermedis en la toxicitat
vestibular de I'IDPN

Tal com s’ha citat anteriorment, I'IDPN provoca degeneracié de les ceél-lules ciliades del
vestibul i aquest efecte explica la sindrome comportamental ECC (Llorens et al.,
1993b; Llorens i Demémes, 1994; Llorens i Rodriguez-Farré, 1997; Seoane et al.,
2001). Seoane et al. (2003), després d’haver-se demostrat aquesta relacid, van
estudiar la possible relacio dels FI en la toxicitat vestibular. S’examina el
comportament dels FI de les terminals nervioses de |'epiteli vestibular després d’una
exposicio a IDPN i s’explora la possible relaci6 amb la pérdua de cél-lules ciliades i amb

I'axonopatia proximal. En exposicions aguda, repetitiva i subcronica, s’observa que
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I'IDPN causa peérdua d’immunoreactivitat anti-neurofilaments, subunitats lleugera,
mitjana i pesada (NFL, NFM i NFH respectivament) i anti-a-internexina, en utricles i
crestes (fig. 19) (Seoane et al. 2003).

Aquests resultats, juntament amb les alteracions ultraestructurals de les terminals
nervioses i les CC causades per |'exposicio a IDPN (fig. 20), i als estudis anteriors
sobre l'efecte axonopatic, permeten plantejar diferents hipotesis: (1) les axonopaties
neurofilamentoses proximals estan associades a una pérdua distal d’NF; (2) la pérdua
d’'NF en les terminals nervioses es produeix per un alteracié de |'equilibri entre el
transport axonal i retrograd d’aquests FI; (3) l'alteracid del citoesquelet de les
terminals nervioses pot causar la perdua de CC o de la funcié neuronal. Aquesta Gltima
podria ser la causa ultima de la degeneracidé neuronal que s’observa en associacié amb

I'axonopatia neurofilamentosa proximal en |'esclerosi lateral amiotrofica.

a.3.3.3. Accid axonopatica de I'IDPN en altres espeécies

Fins al moment, els treballs realitzats per a estudiar els efectes axonopatics de I'IDPN
han utilitzat principalment la rata com a animal d’experimentacid. Tot i aix0, a la
literatura existeixen treballs que indiquen que aquest efecte és estudiable també en el
ratoli (Slagel i Hartmann, 1965; Zhu et al., 1998).

Per exemple Slagel i Hartmann (1965), uns dels primers investigadors a descobrir
I'efecte axonopatic de I'IDPN, van estudiar la distribucié neuroaxonal de lesions
provocades per aquest nitril en el ratoli, i fan referéncia especialment al sistema
vestibular. Van veure lesions axonals molt importants als nuclis vestibulars lateral i
medial i en aquell moment van hipotetitzar un possible relacié entre aquestes lesions i
I'alteracié del comportament dels animals administrats: hiperextensié del coll,
moviments en cercles i retropulsié. Tot i no poder-se demostrar aquesta relacid, el fet

demostrable que I'IDPN té efecte axonopatic en aquesta espécie juntament amb el fet
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Fig. 19 Seocane et al.,2003. Efecte de
I'exposici6 subcronica d'IDPN sobre el
contingut i distribucié d'NF-M (A i B) i NF-L
(C i D) a la cresta vestibular de la rata
(marcatge immunofluorescent amb
anticossos NN18 i NR4 respectivament). A
Cresta control marcada amb anti-NF-M. B
Cresta de rata exposada a 0.25% IDPN en
aigua de beguda durant 3 setmanes:
marcada pérdua de marcatge d'NF-M.
Algunes fibres eferents a la part basal
retenen un marcatge intens (fletxa). C
Cresta control marcada amb anti-NF-L. D
Cresta de rata exposada a 0.25% IDPN en
aigua de beguda durant 3 setmanes marcada

amb anticos NR4: marcada peérdua de

marcatge d’'NF-L. Barres 20um.
Fig. 20 Seoane et al.,2003. Efecte de I'exposicié «% o

subcronica d'IDPN sobre les fibres nervioses de
I'epiteli vestibular (microscopia electronica). A-B
Supervivencia de fibres nervioses després de
I'exposicié a 0.25% IDPN en aigua de beguda
durant 4 setmanes. A Preséncia d’espais
extracel-lulars grans i de CC (HC), cel. de suport
(sc) i fibres nervioses (fletxes) sotmeses a
separaci6 i retracci6 dels seus contactes
originals. B CC sotmesa a l'extrusio a la cavitat
luminal (asterisc), mentre una terminal nerviosa __
del calze (fletxes) es retreu mantenint contacte ®
amb la cel. C-E Efectes primaris de I'exposicio
subcronica a IDPN sobre els NF del nervi aferent |§
(nc) i sobre les densitats de membrana del
contacte sinaptic entre el calze i la CC de tipus I

(HCI). € Cresta control. Observeu la distribuci6 de mitocondris,
microtibuls i NF (fletxa) a la part basal del calze, i I'augment de la
densitat de les membranes pre i postsinaptiques que caracteritza el
contacte entre la terminal nerviosa i la cel. sensorial (fletxa). D
Acumulacié (fletxa) d’NF en el calze del nervi dilatat en una cresta 3

setmanes d’exposicio a IDPN 0.25% en aigua de beguda. Observeu la
pérdua de densitat de les membranes pre i postsinaptiques (fletxes) E Un aItre calze aferent a la

mateixa cresta que a B, mostra abséncia d'NF aixi com pérdua de densitat de les membranes pre i

postsinaptiques (fletxes). Escala A 2um, B 1um
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que existeixen un gran de nombre soques de ratolins transgeénics, obre la porta a

I'avang en l'estudi del mecanisme d’accié axonopatic responsable d’aquest efecte.

A.4 Degeneracido neuronal per nitrils al sistema nerviés central

p i ' » . .
(cn izr;?; Diencefal Hemisfer

cerebral
dret
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{rostral) -

Encéfal w
-Mesencéfajl/.}-!
Pont
He misferi Tronc
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E —
=
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Fig. 21 A Representacido esquematica de I'SNC. B Seccié sagital de I'SNC, on es representen les
subdivisions caudals de I’'SNC, que sén la medul-la i el tronc de I'encéfal amb les seves tres divisions:
el bulb raquidi, la protuberancia i el mesencéfal. Moduls didactics de la UOC.

a.4.1 Generalitats

Com és sabut, el sistema nervids central és la part del sistema nervids que es troba a
I'interior de la volta del crani (encefal) i l'interior del canal vertebral (medul-la). Molts
toxics queden exclosos de I'SNC gracies a la barrera hematoencefalica, pero tot i aixo
existeixen nitrils que tenen activitat neurodegenerativa a I'SNC. Estem parlant

principalment del trans-crotononitrii (Seoane et al., 2005) i [I'hexadienenitril
(O’'Donoghue, 2000).
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a.4.2. Efectes de I'IDPN

Hi ha evidéncies que I'IDPN pot provocar degeneracido axonal a I'SNC, per0 aquest
efecte és poc important i només apareix a dosis molt per sobre de les que es
necessiten per provocar toxicitat sensorial (Llorens et al., 1993a). Tot i aix0, es pot
veure publicat en alguns articles que I'IDPN provocaria l|'efecte ECC com a
conseqliéncia de toxicitat a I'SNC com a alternativa a la hipotesi vestibular. Aquests
inclouen estudis d'apoptosi (Zang et al., 1999), expressio génica (Fritschi et al., 2003),
sistemes de neurotransmissors (Tanii et al., 2000, Wakata et al., 2000) i radicals
lliures (Wakata et al., 2000; Nomoto, 2004).

a.4.3. Efectes del trans-crotononitril

El trans-crotononitril és un dels dos isomers del crotononitril o 2-butenenitril (CHs-
CH=CH-CN). Tal com ja s’ha comentat, el crotononitril és un nitril que es comercialitza
en forma de solucié barreja de dos isdmers, cis i trans, amb una ratio aproximada de
cis:trans de 60:40. Aquesta barreja dels dos isomers, indueix la sindrome ECC en
animals d’experimentacié de forma similar a I'IDPN (Tanii et al., 1989a, 1991) i

toxicitat en el sistema vestibular (Llorens et al., 1993b, 1998).

Estudiant per separat la neurotoxicitat dels dos isomers obtinguts per destil-lacid,
s’observa que mostren dos efectes neurotoxics diferenciats. El cis-crotononitril provoca
degeneracié dels sistemes sensorials com en el cas d’altres nitrils (Llorens et al.,
1993b; Balbuena i Llorens, 2001) mentre que el trans-crotononitril provoca déficits

motors d’activitat vertical (Balbuena i Llorens, 2003).

Estudis recents del nostre laboratori indiquen que aquests déficits motors provocats pel
trans-crotononitril s6n deguts a la degeneracié selectiva de les neurones de l'oliva
inferior (Seoane et al., 2005). A més de l'oliva inferior, el trans-crotononitril causa
també una extensa degeneracid neuronal a l'escorga piriforme i degeneracié d‘una
petita proporcié de neurones a l'escorca entorrinal, al nucli anterodorsal del talem i a

regions frontals-parietals de I'escorca (Seoane et al., 2005).

El treball de Seoane et al. (2005) és el primer estudi anatomic, fisiologic i

comportamental dels efectes neurotoxics del trans-crotononitril a la rata. En aquest
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estudi es comparen els efectes d’aquest nitril amb els de la 3-acetilpiridina (3AP),
considerat fins al moment el compost més efectiu a provocar lesions selectives a I'oliva
inferior. Els resultats d’aquest estudi indiguen que els dos neurotoxics efectivament
indueixen degeneracié neuronal a I'oliva inferior pero no tenen cap més diana en comu
(taula 3).

3AP + 4.5h 3AP + 3.5h TCN
(n=3) (n=5) (n=9)

Oliva inferior +++ +++ +++
Nucli facial + - -
Nucli Hipoglossal ++ + -
Nucli dorsal motor del Vague ++ +/- -
Nucli Ambigu +44+ + -
Nucli dorsal del Rafe ++ +/- -
Substancia Negra ++ - -
Area tegmental Ventral + - -
Gyrus dentatus, hilus + +/- -
Gyrus dentatus, granular ++ +/- -
Branca horitzontal de la banda diagonal + - -
Escorca entorrinal medial +/- - -
Escorca entorrinal lateral + - +4/-
Escorga Piriforme - - +++
Nucli Talamic Anterodorsal - - ++/-
Escorga Frontal-temporal-parietal - - +/-

Taula 3. Degeneracié neuronal en rates exposades a 3AP i TCN. Intensitat del marcatge Fluoro-Jade B de
neurones en degeneracido a SNC després dels tractaments amb TCN i amb 3AP per un temps d’actuacié de
4.5 h (3AP + 4.5 h) o de 3.5 h (3AP + 3.5 h) fins a I'administracié de nicotinamida com a antidot. Indicacié
no quantitativa obtinguda mitjancant la comparacié del marcatge obtingut i les estructures corresponents en
un cervell normal (obtingudes de I'atles Paxinos i Watson 1998). -, no evidéncia de marcatge; +, minima
evidéncia de marcatge (no més d’'un 1 o 2% de les cél-lules mostren marcatge a la zona); ++, evidéncia
moderada de marcatge (entre 2 i 30% de cél. marcades); +++, evidéncia massiva (més d'un 30% de

marcatge).

Els resultats de Seoane et al. (2005) indiquen que el trans-crotononitril i la 3AP
produeixen lesions especifiques de les regions de l'oliva inferior a diferents moduls
cerebel-lars i que les diferencies observades en els déficits comportamentals que
provoquen permeten hipotetitzar que els diferents moduls tenen diferents

responsabilitats en el control motor.
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Fig. 22 Seocane et al. (2005).
Degeneracio neuronal i
supervivéncia cel-lular a I'SNC de
rates administrades amb 5 ;
3AP+4.5h, 3AP+3.5h i TCN. A-F S | DA Beta-n

Degeneracié neuronal identificada

cMAO

amb la tincid Fluoro-Jade B. A
Nucli dorsal del rafe 3 dies
després de 3AP+4.5h. B Nucli
dorsal del rafe 3 dies després de
3AP+3.5h. C Escorga piriforme 3

dies després de TCN. Nombroses 5
neurones marcades a la capa II i
un petit nombre a les capes I i
III. D Part rostral de I'OI 12 dies
després de TCN. Marcatge present
a rDAO i PO i abséncia de
marcatge a rMAO. E Part rostral
12 dies després de 3AP+3.5h.
Marcatge present a rMAO, PO i

parts laterals de I'rDAO i abséncia

de marcatge entre rDAO medial i 3.5h.
Marcatge de neurones a DC i al subnucli beta perd abséncia de marcatge al cMAO. G-L Parts amb cél.
supervivents marcades amb Cresil de Violeta. G i J Parts caudal i rostral de I’'OI a rata control. Les
subdivisions olivars estan delimitades amb una linia continua. H i K Igual que G i J perd en una rata
tractada amb TCN (12 dies després del tractament). Les regions olivars on hi ha una important pérdua de
neurones estan delimitades amb una linia discontinua, mentre que les supervivents ho estan amb una linia
continua. I i L Igual que H i K pero corresponent a una rata tractada amb 3AP+3.5h (12 dies després del
tractament). Hi ha cél. supervivents a la regié cMAO i a la transicié entre rDAO i PO (fletxa a L). Escala
100um
D’aquesta manera, aquest estudi introdueix un nou agent neurotoxic, el trans-
crotononitril, que pot ser utilitzat per a estudiar el paper dels diferents moduls
cel-lulars de l'oliva inferior: cMAO (subdivisid caudal del nucli accessori medial de
I'oliva), Beta-n (nucli beta), cDAO (subdivisié caudal del nucli accessori dorsal de
I'oliva), rMAO (subdivisié rostral del nucli accessori medial de I'oliva), PO (oliva
principal) i rDAO (subdivisid rostral del nucli accessori dorsal de I'oliva) (fig. 22). Des
de fa anys s’hipotetitzava que els grups cel-lulars de l'oliva inferior tenien un paper
central en la regulacié dels moviments (Simpson et al. 1996; De Zeeuw et al. 1998),
perd a causa, en part, de la falta d’Us de técniques adequades, fins al moment de
publicar-se aquest estudi hi havia molt poca informacié de les funcions dels diferents

moduls cerebel-lars en el control motor.
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a.4.4. Efectes de I'hexadienenitril

L'hexadienenitril (2,4-hexadien-1-nitril) havia estat utilitzat com a intermediari de la

sintesi de productes quimics pero des de I'any 1983 ja no s'utilitza.

L’Unica informacid toxicologica disponible sobre |'hexadienenitril és una nota curta
(O'Donoghue,2000) que explica la deteccié de degeneracié neuronal a l'oliva inferior a
rates exposades a aquest nitril. Aquesta evidéncia suggereix que podria tenir un patré

de neurotoxicitat semblant al del trans-crotononitril.

A.5. Resum dels efectes neurotoxics de I'IDPN, del cis-crotononitril, del trans-

crotononitril i de I’hexadienenitril a la rata i el ratoli

TCN CCN ALN IDPN HDN

Rata Ratoli | Rata Ratoli | Rata Ratoli | Rata Ratoli | Rata Ratoli

SNC

Degeneracié neuronal | Si®V ? ? ? ? ? ? ? Si©® ?

SNP

Axonopatia | ? ? ? ? ? ? Si® Si® ? ?

Sist. SENSORIALS

Tox. Olfactiva | No® ? Si®® ? Si® ? Si?” ? ? ?
Tox. Visual | No® ? Si® ? Si® ? Si® ? ? ?
Tox. Vestibular | No® ? Si® ? Si® ? Si® ? ? ?
Tox. Auditiva | No® ? Si® ? Si® ? Si® ? ? ?

Taula 4. Resum general dels efectes dels nitrils a I'SNC, a I'SNP i als sistemes sensorials de la rata i el ratoli.
Els nimeros en superindex indiquen la font d'informacidé de procedéncia: !Seoane et al., 2005; 2Llorens et
al., 1993; 3Crofton et al., 1994; “Balbuena and Llorens, 2001; *Balbuena and Llorens, 2003; ®0’Donoghue,
2000; “Genter et al., 1996; 8Seoane et al., 1999; °Chou i Hartmann, 1964.

La taula 4 té la finalitat de resumir els efectes dels nitrils a la rata i el ratoli, explicats
de forma detallada en els apartats anteriors. Com es pot observar, la taula mostra
multiples interrogants. Aquesta tesi intentara donar resposta a diversos d’aquests
interrogants a partir dels resultats obtinguts en I'estudi exhaustiu del sistema nervios
central mitjangant la tincié6 Fluoro-Jade B, de l'orella interna mitjangant microscopia
electronica de rastreig i amb la relacié de les lesions que es descriguin amb les

alteracions del comportament espontani in vivo.
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B. Metabolisme dels nitrils

B.1. Introduccidé

Tenint en compte tots els efectes descrits fins al moment, es pot concloure que la
neurotoxicitat dels nitrils presenta una complexitat important. Hi ha indicis que
assenyalen que el metabolisme podria tenir un paper de bioactivacid necessari perque
les accions neurotoxiques fossin efectives, perd encara no ha estat identificat cap

metabolit causant de la neurotoxicitat dels nitrils exposats en aquest treball.

En el cas de I'IDPN, tot i conéixer-se des de fa anys la seva accié neurotoxica, a hores
d’ara encara no s’ha pogut identificar el compost final que provoca tal efecte, el qual
podria desencadenar-se per la propia molécula d’IDPN o per un metabolit resultant.
Per intentar aclarir aquesta questidé s’han realitzat diversos estudis en qué s’aillaren
metabolits de l'orina de rates tractades amb IDPN: p-aminopropionitril (BAPN), acid
cianoacetic i B-alanina (Morandi et al., 1987). Amb el coneixement d’aquets metabolits
i de les rutes metaboliques que segueixen les amines secundaries, es proposaren
diverses vies de metabolisme de I'IDPN (fig.23) (Morandi et al., 1987; Engelhart,
1994).

Una de les opcions planteja una B-C-hidroxilacié mitjancant el citocrom P450 que
forma una carbinolamina inestable (2 a la fig. 23) que es dissociaria en BAPN i acid
cianoacetic (Jacobson et al., 1987). Aquesta carbinolamina podria també deshidratar-
se i formar el compost insaturat dihidro-IDPN (3) (Jacobson et al., 1987). Aquest ultim
(3) podria ser també generat per tautomeritzacié de la imina (4) que apareixeria per
deshidratacid de I'IDPN mitjancant la monoamina oxidasa (MAO) (Morandi et al.,
1987). Finalment, la via metabodlica més comuna de les amines secundaries és
I’N-hidroxilacié per la flavin monooxigenasa (FMA) (Morandi et al., 1987). En el cas de
I'IDPN, aquesta via donaria com a resultat I'N-hidroxi-IDPN (HOIDPN) (5). Per
conjugacio (6) podria tautameritzar-se i donar la imina (4) que podria formar p-alanina

i acid cianoacetic (Jacobson et al.,1987; Morandi et al., 1987).
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Fig. 23 Possibles vies metaboliques de I'IDPN. Esquema d’Engelhart (1994). Els compostos dins els

requadres son metabolits de I'IDPN detectats a I'orina de rates administrades amb aquest nitril.

Algunes d’aquestes vies proposades han estat objecte d’estudi en diversos treballs,

pero com ja s’ha comentat, a dia d’avui encara no s’ha pogut proposar cap mecanisme

metabolic clar i reproduible per I'IDPN en el laboratori.

B.2. Mediacié del metabolisme hepatic en la toxicitat dels nitrils

b.2.1. Introduccio

Ohkawa i col-laboradors (1972) proposaren la hipotesi que mitjancant la hidroxilacié

del carboni alfa d‘alguns nitrils via citocrom P450 es formaria una cianohidrina

intermeédia poc estable que es descompondria rapidament en cianur i el corresponent

compost carboxilic (fig.24). Estudis posteriors amb animals d’experimentacido han

corroborat aquesta hipotesi (Silver et al., 1982; Ahmed i Farooqui, 1982; Tanii i

Hashimoto, 1984, 1985). La facilitat d’alliberament de cianur

mitjangant el

metabolisme del citocrom P450 esta determinada per l'estabilitat del radical del

carboni alfa. La toxicitat aguda és major com més estable sigui aquest radical (De Vito,

1996).
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W cto.Paso R ) . ¢ oH
R1‘|_—N s C—N cito. P450 R1~|—:N Fig. 24 Cianogénesi
nitril Esquema adaptat de De Vito
. Cianohidrina .

R1=R2, H, alkil o aryl intermediaria  (1996). Mitjangant el
citocrom P450 s’hidroxilen
en el carboni alfa i es forma
una cianohidrina que es

(o] descompon en cianur i el
Letalitat «—— HC=N + >\7R2 seu corresponent compost
aguda cianur R, carboxilic.

D’entre les nombroses isoformes del P450 existents (Gonzalez, 1989), a dia d'avui
encara no s’ha pogut determinar quines d’elles sén les responsables reals de la
metabolitzacié dels diferents nitrils. Tot i aix0, una de les isoformes que sembla tenir
un paper clau és la 2E1, és a dir, el citocrom P4502E1 (CYP2E1) (Tanii et al., 1986;
Lewis et al., 1994).

b.2.2. El citocrom P4502E1 (CYP2E1)

El citocrom P4502E1, el gen del qual és induible per etanol i acetona, va ser identificat
primerament en conills (Koop, DR. et al. 1984; Koop, DR. et al., 1982) i més tard en
rates (Patten, CJ. et al., 1986; Ryan, DE., et al., 1985) i humans (Wrighton, SA., et
al., 1986; Wrighton, SA., et al., 1987). Aquest enzim té capacitat de metabolitzar
diversos substrats com I’'etanol (Koop, DR. et al., 1982), el dietil eter (Brady, JF. et al.
1988), el p-nitrofenol (Koop, DR. et al., 1986), I'halota (Gruenke, L. et al. 1988), el
benzé (Johansson, I. et al., 1988), la piridina (Kim, SG. et al., 1988) i la
nitrosodimetilamina (Hood L. et al., 1975; Patten, CJ. et al., 1986; Thomas, PE. et al.
1987 Wrighton, SA., et al., 1986). A més, aquesta activitat cap a acetona i acetol-
oxidacio suggereix que el CYP2E1 esta implicat en la gluconeogénesi durant el dejuni
(Casazza, JP. et al. 1984). El cDNA d’aquest enzim ha estat aillat i sequenciat a la rata
(Song, BJ. et al., 1987), humans (Song, BJ. et al., 1987) i conills (Khani, SC. et al.,

1987), i s’ha vist que les seqliencies sén similars en un 80%.
b.2.3. El citocrom P4502E1 en el metabolisme dels nitrils
El fet demostrat per Tanii et al (1986) que I'etanol augmentava la toxicitat aguda dels

nitrils suggeri que el citocrom P4502E1 podia estar-hi implicat, ja que és sabut que
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I’etanol indueix I'expressié del gen d’aquest citocrom. De fet, anys més tard, Lewis et
al. (1994) van estudiar la interaccid d'una serie de nitrils amb l'isoforma del P450
induible per etanol i van poder demostrar que era aquesta isoforma induible per etanol
la possible responsable de la metabolitzacié de certs nitrils i el posterior alliberament

de cianur.

b.2.3.1. El citocrom P4502E1 en el metabolisme de I'IDPN

Pel que fa I'IDPN, Jacobson et al.(1987), sense especificar la isoforma 2E1, ja havien
hipotetitzat que I'IDPN podria ser bioactivat pel P450. Tot i aix0, aquesta hipotesi es va
posar en dubte en diversos treballs. Un d’ells mostrava que el pretractament amb
tetraclorur de carboni (CCls), un hepatotoxic que causa una marcada perdua de la
funcido hepatica, augmentava la toxicitat de I'IDPN (Llorens i Crofton, 1991), i aix0
suggereix que el metabolisme mitjangat pel citocrom P450 podria ser més aviat un
sistema de destoxicacid de I'IDPN. Un altre estudi demostrava que la metirapona, un
potent inhibidor de I'N-dealquilacié oxidativa de I'IDPN (que donaria BAPN) mitjancada
pel P450 hepatic in vitro (Engelhart, 1994), no tenia cap efecte sobre la neurotoxicitat
de I'IDPN in vivo (Engelhart, 1994). Finalment, la deuteracié de la posicié 3 de I'IDPN,
que relenteix el seu metabolisme per aquesta posicio, produeix un augment de la seva
neurotoxicitat i una menor excrecié de I'acid cianoacetic urinari (Delinger et al., 1992,
1994). Per altra banda, pero, tots aquests estudis contrasten amb el de Genter et al.
(1994a) que suggeria que l'isoforma P4502E1 de la mucosa olfactoria era necessaria
per a la bioactivacié de I'IDPN. En els seus estudis s‘observava un increment de la
toxicitat olfactiva amb la inhibicié del citocrom P4502E1 olfactiu mitjangant metirapona
o CCl,. Aquesta discrepancia suggereix que el mecanisme d’acci6 de I'IDPN
responsable de la seva toxicitat olfactiva podria ser diferent al que produeix la

sindrome ECC i I'axonopatia neurofilamentosa.

b.2.3.2. El citocrom P4502E1 en el metabolisme d’altres nitrils

L'acetona, produida en condicions de dejuni o diabetis, és inductora i substrat del
CYP2E1 (Koop DR et al., 1992; Yang CS et al., 1990) i des de fa anys ha estat
utilitzada per a l'estudi del metabolisme de la glucosa en mamifers (Borek E et al.,
1949; Price TD et al. 1950). Ha estat demostrat que in vitro el CYP2E1l catalitza la

conversio de l'acetona a acetol i després a metilglioxal, tots intermediaris de la
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gluconeogeénesi (Casazza JP et al., 1984; Casazza et al., 1985; Koop DR et al., 1985).
En rates i humans, I'administracié de disulfiram, un potent inhibidor del CYP2E1, causa
un increment significatiu d’acetona en sang (Stowell A et al., 1983; DeMaster EG et al.,
1977) i en rates administrades amb dial-lilsulfur, un altre potent inhibidor pel CYP2E1,
s’ha pogut veure també aquest increment en sang fet que s’atribueix a la davallada del

catabolisme de I'acetona (Chen L et al., 1994).

Tot i que la importancia del CYP2E1 en el catabolisme de l'acetona ha estat molt
estudiada in vivo utilitzant inhibidors d’aquest enzim com el disulfiram i el dial:lilsulfur,
I’'especificitat d’aquests inhibidors no esta encara del tot demostrada. Per solucionar
aquests dubtes, Bondoc et al. (1999) estudiaren el catabolisme de l'acetona in vivo
utilitzant ratolins knock-out pel CYP2E1l, soca creada per Frank J. Gonzalez (NIH,
Bethesda) (Lee et al., 1996). En aquest estudi in vivo, es mesuraren les
concentracions d’acetona en sang d’aquests ratolins CYP2E17/- després d’estar en
dejuni durant 48h i es compararen a les mateixes condicions amb les concentracions
de dues soques anomenades C57BL/6N i 129/Sv, les quals tenien el gen CYP2E1
intacte i formaven part del llinatge parental de la soca CYP2E1/-. Es demostra
clarament que el CYP2E1 té un paper clau in vivo en la catabolitzacio de I'acetona sota

condicions de dejuni (taula 5)

Introduccio

Acetona en sang (pg/ml)
Tractament CYP2E1 /- C57BL/6N 129/Sv
Control 3.3+£0.9 2.3 £0.2 3.5+0.3
Dejuni 92.3 £ 41.6%* 5.7+ 1.8 154+ 1.9

Taula 5. Taula adaptada de Bondoc et al. (1999). Efecte del dejuni en la concentracié d’acetona en sang de
ratolins CYP2E1-/- i les seves soques del llinatge parental. Valors mediana = SD (N = 3-5). * Diferéncies

significatives de tots els grups control i dels grups C57BL/6N i 129/Sv dejuni.

Sumner et al.(1999) utilitzaren la soca CYP2E1 /- per estudiar el paper del CYP2E1 en
el metabolisme de [Iacrilonitril, un analeg del crotononitril. En aquest estudi
determinaren els metabolits en orina resultants de I'administracié d’acrilonitril, tant en
ratolins salvatges com en CYP2E1 /- i deduiren que el CYP2E1 era I'Unic citocrom P450
involucrat en el metabolisme oxidatiu de |'acrilonitril ja que en l‘orina d’aquests no es
trobaren metabdlits resultants de la via oxidativa. De fet semblava ser que |'acrilonitril
es podria conjugar directament amb el glutatiéo (GSH) i podria també ser epoxidat pels

citocroms P450 a la vegada que la conjugacié amb glutatié podria conduir a una rapida
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deplecié d’aquest en els teixits (Farooqui et al., 1983; Ghanayem et al., 1985; Benz et
al., 1997; Nerland et al., 2001). Aquest fet va ser finalment corroborat per Wang et al.
(2002) que demostra definitivament que I'oxidacié de I'acrilonitril per part del CYP2E1
€s un prerequisit per a la produccié de cianur a partir d’aquest nitril i que el CYP2E1
seria I'Unic enzim responsable de la formacido del CEO (fig. 25) que portaria a la
formacio del cianur. A més, es demostra definitivament que la inactivacié del CYP2E1

és un mecanisme molt eficient per inhibir la formacié de cianur in vivo a partir

(K/\ =N /ﬁ\ + HCE=N

d’acrilonitril.

= CYP EH H H _
HzC/\ — —1 = 070 & HC=N
Acrilonitril CEO \N \

A\
w # N

//N
S
GSMO + HC=N

Fig. 25 Esquema adaptat de Wang et al. (2002) i Sumner et al. (1999). Proposta de la funcié del citocrom
P450 (CYP) i de I'epoxid hidrolasa (EH) en el metabolisme de |'acrilonitril. (GSH=glutatié; GST= glutatié-S-

transferasa)

Avancant en la via metabolica, El Hadri et al. (2005) estudiaren també el paper de
I'epoxid hidrolasa en el metabolisme de I'acrilonitril i també del metacrilonitril usant
ratolins CYP2E1 /- i ratolins knock-out per I'epoxid hidrolasa microsomal (mEH /-). En
aquest treball, a part de corroborar-se que el CYP2E1 era |'Unic responsable de la
formacio de cianur a partir d’acrilonitril, deixava clar que el cianur era el responsable
de la letalitat d’aquest nitril i que a més I'mEH tenia també un paper important en la
formacié de cianur. En general doncs, sembla clar que tant el CYP2E1 com I'mEH
podrien tenir un paper important en el metabolisme del nitrils alifatics de cadena curta,

sobretot pel que fa a la formaci6 de cianur
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b.2.3.3. Possibles vies metaboliques pel cis-crotononitril i

I’al-lilnitril
— H,C HO OH
— —
Y/ CH, =N
N (o) .. H,C \\
Cis-CN epOX|d N
HO (o]
4+ HC=N
H,C

Fig. 26 Esquema de la hipotesi proposada pel metabolisme del cis-crotononitril

Introduccio

El cis-crotononitril és un compost similar a I’acrilonitril en el fet que els dos compostos

tenen una insaturacié en posicio alfa-beta, i aquest fet permet hipotetitzar que el cis-

crotononitril podria generar també un epoxid via CYP2E1l tal com ho fa l'acrilonitril
(Sumner et al., 1999) (fig. 26). Una de les hipotesis d’aquest treball de tesi és que la

metabolitzacid per CYP2E1 és important per a la neurotoxicitat d’aquest nitril, hipotesi

que s’estudia utilitzant les soques CYP2E17/- i WT 12951 de ratoli.

2
\
o
<
4

(o] —
Hsc/Y + HC=N
H

Fig. 27 Esquema de la hipotesi proposada pel metabolisme de I'al-lilnitril
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Per altra banda, en el nostre grup també estem estudiant actualment el paper del
metabolisme en la neurotoxicitat de I'al-lilnitril. Aquest nitril és una molécula B,y-
insaturada, similar al cis-crotononitril i I'acrilonitril, i es suggereix que podria generar-
se cianur per una hidroxilacié del carboni o mitjancant el CYP2E1 (Ohkawa et al.,
1972; Silver et al., 1982) (fig. 27). Per altra banda, perd, hi podria haver un
epoxidacio del doble enllag, fet que podria no conduir necessariament a la generacio de
cianur (Silver et al., 1982) (fig. 27). Per tal d’estudiar el paper del CYP2E1l en el
metabolisme de Ial:lilnitril s’han utilitzat, igual que en el cas de l'estudi del cis-

crotononitril, soques CYP2E17/- i la WT 12951 de ratoli.

C. Tecniques d’avaluacié de la neurotoxicitat

C.1 Introduccio

La neurotoxicologia estudia els efectes adversos en l|'estructura o funcié del sistema
nervids central i periféric produit per un agent biologic, quimic o fisic (Tilson, 1990).
No només es qulestiona la deteccio i identificacié de I'agent neurotoxic sind també el
seu coneixement més profund. Entre els principals objectius d’aquesta ciéncia es troba
el de determinar i quantificar els efectes associats a un rang ampli de dosis, establir
relacions dosi-efecte i temps-efecte, explorar I'existéncia d’efectes de toxicitat cronica,
retardat i/o latent, i conéixer el mecanisme d’acci6. Tota aquesta informacio, a més de
permetre una valoracid del risc associat a I'exposici6 de la substancia i un
desenvolupament de meétodes de deteccid preco¢ de malalties neurotoxiques, de
sistemes de prevencié i/o tractament i d’alternatives menys neurotoxiques i igualment

tils, permet avancar en els mecanismes basics de la fisiologia dels sistema nervids.

L'avaluacié de la neurotoxicitat es realitza mitjancant estudis histologics, de biologia
molecular, comportamentals, electrofisiologics i de biomarcadors (Tilson, 1990, 2000).
En aquest treball es destaca la utilitzacid de técniques histologiques mitjancant la
tinci6 amb Fluoro-Jade i microscopia de rastreig, técniques comportamentals i

tecniques quimicoanalitiques.
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C.2 Técniques histologiques

Donada la complexitat del sistema nervids i la diversitat de tipus cel-lulars, determinar
la manca de neurones que inicialment eren poc abundants pot ser molt dificil. Aixi, en
neurotoxicologia, és especialment interessant disposar de tincions amb capacitat de

revelar neurones en degeneracio.

Durant molts anys, les técniques utilitzades amb aquesta finalitat han estat les
diverses variants de tincid6 de plata (Gallyas et al., 1980; De Olmos et al., 1994)
derivades del métode de Cajal-Golgi i introduides inicialment per a la determinacio de

degeneracié neuronal per Nauta (vegeu revisions Balaban, 1992 i Switzer, 2000).

Aguestes técniques tenen, perd, el gran inconvenient de requerir molt de temps i
esforc. En els Ultims anys ha aparegut una alternativa molt senzilla: El Fluoro-Jade, un
derivat anionic de la fluoresceina que tenyeix neurones en degeneracié (Schmued et
al., 1997) i no tenyeix neurones sanes, mielina, elements vasculars excepte les
cél-lules de les meninges i el plexe coroidal. Les cél-lules en degeneracié apareixen de
color verd brillant en un fons verd fosc. Encara ara, perd, es desconeix el mecanisme

exacte pel qual el Fluoro-Jade tenyeix neurones en degeneracio.

Recentment s’ha desenvolupat un derivat del Fluoro-Jade: el Fluoro-Jade B, que manté
els avantatges del primer, perd té major resolucié i contrast (Schmued i Hopkins,
2000a, b). Aquesta és la principal técnica utilitzada per a la deteccid de neurones en

degeneracié en aquest treball.
Per a la determinacié de degeneracio de cél-lules ciliades als epitelis sensorials auditiu i
vestibular és de gran utilitat la microscopia electronica de rastreig (Llorens et al.,

1993; Balbuena i Llorens, 2001-2003).

C.3 Téchiques comportamentals

Qualsevol canvi causat per un agent neurotoxic en alguna de les funcions sensorials,
motores, sensori-motores o cognitives de lindividu afectara la seva relaci6 amb
I’entorn. Aquesta relacio, que revela el funcionament integrat del sistema nervids pot

ser avaluat mitjancant tests comportamentals (Tilson i Mitchell, 1984). En
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neurotoxicologia humana, el comportament es pot avaluar mitjancant la informacio
subjectiva relatada per lI'individu. En canvi, en els estudis amb animals, el disseny dels

tests comportamentals és molt més complex.

Treballs previs en aquest laboratori han desenvolupat técniques comportamentals per
avaluar el nivell de degeneracié vestibular de la rata (Llorens et al., 1993b; Llorens i
Rodriguez-Farré, 1997). Aquestes técniques consisteixen en una bateria de tests
semiquantitatius que avaluen el comportament espontani i reflexos, que combinats
conjuntament donen com a resultat una bona indicacié de |'estat funcional del vestibul
de la rata. (Balbuena i Llorens, 2001, 2003).

Per tal d’avaluar la degeneracié neuronal de I'oliva inferior a rates exposades a trans-
crotononitril, s’'ha desenvolupat un nou test: I'Escala vertical que mesura la capacitat
dels animals a mantenir-se en una superficie vertical. També s’ha utilitzat I’analisi del
patré de la marxa a partir de les empremtes de I'animal, amb les quals s’avaluen la
llargada i I'amplada de pas com a parametres comparables entre grups d’animals
(Parker i Clarke, 1990; Seoane et al., 2005).

C.4 Téchniques quimicoanalitiques

Com s’ha pogut anar veient al llarg de la introduccié d’aquesta tesi, el metabolisme
sembla jugar un paper important en la neurotoxicitat dels nitrils. D’aquesta manera és
de gran interés poder utilitzar técniques de determinacié de metabolits presents en

animals administrats amb agents neurotoxics.

En el cas concret dels nitrils, ha estat important I'Us d’aquestes técniques per a
determinar el cianur i/o els seus derivats, tant en sang com en orina. La tecnica més
utilitzada per a aquest fet era la de microdifusié en cambres de Conway combinada
amb metodes de determinacid colorimétrica (Conway, 1962; El Hadri et al., 2005),
fluorometrica (Sano et al., 1989) o electrométrica (Lindsay et al., 2004). Més
recentment s’han utilitzat altres técniques com la HPLC acoblada a una deteccid
fluoromeétrica (Chinaka et al., 1998) o electroforesi capil-lar acoblada a un detector de
UV (Jermak et al. 2006).
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L'Gs de la cromatografia de gasos per a la separacido de metabolits també ha estat de
gran importancia, i el fet de poder-hi acoblar un detector de nitrogen-fosfor la fa
encara més interessant per a determinar metabolits provinents dels nitrils. En aquesta
tesi, davant la necessitat de determinar nitrils i cianur en sang de forma simultania,
s’ha optimitzat una metodologia que combina I'SPME (Solid Phase Microextration), una
técnica amb la qual podem adsorbir les molecules volatils petites d’'una mostra en

agitacié, amb una cromatografia de gasos amb detector nitrogen-fosfor (GC-NPD).
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Objectius

L'objectiu general del grup de recerca és contribuir a I'avang del coneixement de la
neurotoxicitat dels nitrils per la seva importancia industrial, per la seva preséncia en
els aliments i pel seu possible paper en algunes malalties neurologiques humanes.
Amb aquest fi, es perseguira la identificacié dels patrons de neurotoxicitat selectiva
dels nitrils i dels requeriments estructurals de les molécules responsables de la

toxicitat.

Els objectius concrets per a aquest treball de tesi sén:

1. Identificar les dianes del 3,3’-iminodipropionitril (IDPN), I'al-lilnitril, el
cis-crotononitril, el trans-crotononitril i el 2,4-hexadienenitril al sistema nervids
de la rata i establir la relacidé entre les lesions estructurals i els efectes

comportamentals que aquests provoquen.

2. Estandarditzar tests comportamentals per a l'avaluacié dels efectes toxics
sobre el comportament espontani de ratolins administrats amb IDPN, al:lilnitril i
cis-crotononitril, com a condicié prévia a I'Us de soques de ratolins transgénics

per a l'estudi de la toxicitat vestibular d’aquests nitrils.

3. Desenvolupar una protocol quimicoanalitic per a la determinacié simultania
de cianur i nitrils volatils mitjancant microextraccié en fase solida (SPME) i
cromatografia de gasos amb detector nitogen-fosfor (GC-NPD), aplicable a
I'analisi de sang d’animals administrats amb al-lilnitril, cis-crotononitril, trans-

crotononitril o butironitril.

4. Avaluar la hipotesi segons la qual el metabolisme del cis-crotononitril pel
citocrom P4502E1 (CYP2E1l) té un paper de bioactivacié en la toxicitat
vestibular d’aquest nitril, mitjangant I’'Us d’una soca de ratolins knock-out per

aquest enzim.
5. Avaluar el paper del metabolisme de I'al:lilnitril pel P4502E1 (CYP2E1) en la

induccio dels efectes vestibulotoxics o letals d’aquest nitril, mitjancant I’'Us d’una

soca de ratolins knock-out per aquest enzim.
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Capitol 1

Classificacio dels nitrils segons els seus efectes histopatologics i

comportamentals a la rata

Article 1%

«Behavioral and pathological effects in the rat define two groups of

neurotoxic nitriles».

BoADAS-VAELLO, Pere; RIERA, Judith; LLORENS, Jordi.

Toxicological Sciences, 2005, num. 88, pag. 456-466.

*Es pot consultar I'article original al web http://toxsci.oxfordjournals.org/cgi/content/abstract/88/2/456.

Per a més informacid: jllorens@ub.edu
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Resum article 1: «Behavioral and pathological effects in the rat define two groups of

neurotoxic nitriles». BOADAS-VAELLO, Pere; RIERA, Judith; LLORENS, Jordi. Toxicol. Sci.,
2005, num. 88, pag. 456-466.
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Fig.28 Degeneracié neuronal al sistema nervids central de rates exposades a hexadienenitril, en seccions coronals (50 pm)
tenyides amb Fluoro-Jade B. A Oliva inferior; s’observa la degeneracié selectiva de neurones olivars. B Escorca piriforme;
s’observa degeneracié neuronal principalment a la capa II, pero també degeneren algunes neurones a les capes 1 i III. C Escorga
entorinal lateral; s'observa una extensa lesié a les capes II a V. D Escorca cingulada. E Area M2 de I'escorca frontal; la fletxa
indica el marcatge de neurites. F Lesié focal unilateral al cerebel; destaca el marcatge de neurones de Purkinje (fletxa) i les
seves dendrites, perd també s’observa degeneracié de neurones granulars (cap de fletxa). Barres= aprox. 100 um

Els resultats obtinguts en aquest treball permeten definir dos grups diferenciats de

nitrils a la rata: els que afecten el sistema nervids central i els que afecten els sistemes

(o)

1
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Fig.29 Degeneracido en el sistema nervios
central de rates exposades a IDPN, al-lilnitril
o trans-crotononitril, en seccions coronals
(50um). A Bulb olfactori de rata tractada
amb IDPN; s’observa marcatge puntiforme
de glomeruls olfactoris (fletxes). B Oliva
inferior (fletxes) de rata tractada amb
al-lilnitril; no s’observa marcatge a cap regid
del cervell excepte als BO de rates
exposades a IDPN, allilnitril o cis-
crotononitril. € Marcatge intens de Fluoro -
Jade B a l'oliva inferior d'una rata tractada
amb trans-crotononitril . Barres= 100 um

sensorials, i situem el trans-
crotononitril i I'hexadienenitril
en el primer, i I'IDPN, el cis-
crotononitril i I'al-lilnitril en el
segon. Els nitrils del primer
grup  provoquen  deficits
motors d’activitat vertical
que s’expliquen per la
degeneracié de neurones de
I'oliva  inferior (fig. 28)
mentre que els del segon
grup, provoquen alteracions
del comportament espontani,
caracteristiques de la
sindrome ECC, i que
s'expliquen per la degene-
racio de les cél-lules ciliades
del sistema vestibular i no

per degeneraciéo al sistema

nervids central (fig. 29)

La taula segient mostra, en forma resum, els efectes histopatologics d’aquests nitrils

incloent-hi dades del treball de tesi i d'altres de procedents d’estudis previs.
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Resultats

n (2) (2) 3) (2) (5)
Bulbs olfactoris 1] 1 1/- - 1/-
Esc. prelimbica - - - - ++/+
Esc. cingulat - - - - ++/+
Escorca frontal - - - (+/-)/- ++/+
Esc. temp/pariet. - - - (+/-)t/- +/-
Esc. piriforme - - - +++ +++
Estriat - - - - -
Nucli anterod. tal. - - - (+/-)/- ++/-
Esc. ento. lateral - - - ++ +++
Cerebel - - - - &&/-
Oliva inferior - - - +++ +++
Ep. vestibular Si? Si* Si® No® No (n=3)
Organ de Corti S si* Si® No® No (n=3)

Taula 6. Resum dels efectes patologics dels nitrils a I'SNC i a l'orella interna. La taula indica degeneracio a

I'SNC mitjangant estudis de Fluoro-Jade i degeneracié de cél-lules ciliades mitjangant microscopia electronica

de rastreig. n: nombre d’animals. -: caréncia de marcatge Fluoro-Jade B. !, !l, !l: deébil, notable o important

marcatge de terminals nervioses. +, ++, +++: deébil, notable o important degeneracié cel-lular en

determinades arees o poblacions neuronals. &&: preséncia d’una lesié focal unilateral notable. Si/No:

degeneraci6 de cél-lules ciliades. Els nimeros en superindex indiquen procedéncia d’altres articles: 'Seoane
et al., 2005; 2Llorens et al., 1993; 3Crofton et al.,, 1994; “Balbuena and Llorens, 2001; °Balbuena and

Llorens, 2003.
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Capitol 2

Toxicitat vestibular en espécies mamifers i no mamifers

Article 2%

«Behavioral disturbances and hair cell loss in the inner ear following

nitrile exposure in mice, guinea pigs and frogs».

SOLER-MARTIN Carla; DiEz-PADRISA Nuria; BOADAS-VAELLO Pere; LLORENS Jordi.
Toxicological Sciences, 2007, nium. 96, pag. 123-132

*Eg pot consultar I'article original al web http://toxsci.oxfordjournals.org/cgi/content/abstract/96/1/123

Per a més informacio: jllorens@ub.edu
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Resum article 2: «Behavioral disturbances and hair cell loss in the inner ear following

nitrile exposure in mice, guinea pigs and frogs». SOLER-MARTIN Carla; Diez-PADRISA

Nuria; BOADAS-VAELLO Pere; LLORENS Jordi. Toxicol. Sci., 2007, nim. 96, pag. 123-132

El treball que es presenta a continuacido demostra que l'associacioé entre les alteracions
comportamentals causades per I'exposicié a IDPN o cis-crotononitril i la degeneracié de
cel-lules ciliades a |'epiteli sensorial vestibular, no succeeix només a la rata, tal com
s’havia demostrat en treballs anteriors, sind que també pot observar-se en altres
especies de rosegadors i en espécies no mamifers, i és, a l'igual que a les rates, un

efecte dosi-dependent.

Concretament, el treball demostra toxicitat vestibular al conill d’indies, al ratoli i, com
a animal no mamifer, a la granota de l|'espécie Rana perezi. L'IDPN, en totes les
espeécies causava una simptomatologia similar i comparable, identificable per un
quadre neurologic basat, segons |'espécie, en diverses de les seglients alteracions del
comportament espontani i motor: ECC, alteracions de l'equilibri, perdua de la funcié
auditiva i déficit en els reflexos d‘incorporacié i d’aixecament per la cua, aixi com
també opacitat de cornia. Pel que fa als ratolins administrats amb cis-crotononitril,
mostraren també aquesta simptomatologia associada a la degeneracié de les cel-lules

ciliades dels epitelis sensorials, igual com passava a la rata.
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Capitol 3

Mediacio del citocrom P4502E1 en el metabolisme del

cis-crotononitril i I’al-lilnitril en el ratoli.

Article 3%

«Determination of cyanide and nitriles in mice and rat whole blood based on
headspace solid-phase microextraction and gas chromatography nitrogen

phosphorus detection».

BOADAS-VAELLO, Pere; JOVER, Eric; LLORENS Jordi; BAYONA, Josep M.
Journal of Chromatography B (manuscrit enviat)
Article 4* *

«Differential role of CYP2E1-mediated metabolism in the lethal and

vestibulotoxic effects of cis-crotononitrile in the mouse».

BOADAS-VAELLO, Pere; JOVER, Eric; Diez-PADRISA, NUria; BAYONA, Josep M; LLORENS Jordi.
Toxicol. Appl. Pharmacol., 2007, nim. 225, pag. 310-317

Article 5%

«Role of CYP2E1-mediated metabolism in allylnitrile toxicity in the mouse».

BOADAS-VAELLO, Pere; JOVER, Eric; CHABBERT, Christian; BAYONA, Josep M; LLORENS Jordi.

(Article en preparacio.)

*Eg pot consultar l'article original al web www.sciencedirect.com/science/journal/0041008X
*per a més informacio: jllorens@ub.edu
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Resum article 3: «Determination of cyanide and nitriles in mice and rat whole blood

based on headspace solid-phase microextraction and gas chromatography nitrogen
phosphorus detection». BOADAS-VAELLO, Pere; JOVER, Eric; LLORENS, Jordi; BAYONA, Josep

M. Journal of Chromatography B (document enviat).

L'estudi de les vies metaboliques implicades en la bioactivacid de nitrils in vivo requeria
I'avaluacié directa d'aquest metabolisme. Una possible aproximacié d’interes era la
determinacié de les concentracions sanguinies de nitrils i metabolits representatius,
entre els quals destaca el cianur. Entre les diferents técniques existents, Ia
cromatografia de gasos amb detector nitrogen-fosfor destacava per ser una técnica

amb la qual seria possible detectar simultaniament aquests compostos d’interés.

En el treball que es presenta a continuacié es mostra I'optimitzacié d’'un meétode que
combina la microextraccid en fase solida (SPME, Solid Phase Mircoextraction) i la
cromatografia de gasos amb detector nitrogen-fosfor (GC-NPD). Amb aquest métode
s’ha aconseguit determinar simultaniament cianur i 5 nitrils diferents de cadena curta,
tant en sang de rata com de ratoli. Els nitrils en questid sén: acetonitril, cis-

crotononitril, trans-crotononitril, al-lilnitril i butironitril.
Aquesta técnica ha estat utilitzada als articles 4 i 5 exposats a |'apartat de resultats

d’aquesta mateixa tesi (Boadas-Vaello et al., 2007 i Boadas-Vaello et al., en

preparacid, respectivament).
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Resum article 4: «Differential role of CYP2E1-mediated metabolism in the lethal and

vestibulotoxic effects of cis-crotononitrile in the mouse». BOADAS-VAELLO, Pere; JOVER,
Eric; Diez-PaDRrIsA, Nuria; BAYONA, Josep M; LLORENS, Jordi. Toxicol. Appl. Pharmacol.,
2007, num. 225, 310-317.

El treball que es mostra a continuacié, correspon a l'estudi del paper del citocrom

CYP2E1 en la neurotoxicitat del cis-crotononitril.

Un cop demostrat en el treball anterior (Soler-Martin et al., 2007) que el ratoli és
susceptible a la toxicitat vestibular dels nitrils, es va poder plantejar I's de soques de
ratolins transgeénics per a determinar la importancia del metabolisme en la
neurotoxicitat d’aquests nitrils. En aquest cas, es va hipotetitzar que I'efecte
vestibulotoxic del cis-crotononitril depenia de la bioactivacid per part del citocrom
CYP2E1 i per avaluar aquesta hipotesi, es van utilitzar ratolins knock-out pel CYP2E1

(CYP2E17/-) i la soca salvatge corresponent 129S1.

S’ha treballat amb quatre grups experimentals: 129S1, 129S1 + acetona, CYP2E17/- i
CYP2E17/- + acetona, en qué el pretractament amb acetona 1% en aigua de beguda
durant una setmana tenia la finalitat d’augmentar I'expressié del CYP2E1, capacitat
inductora demostrada en treballs anteriors (Forkert et al., 1994; Yadav et al., 2006).
El resultats obtinguts demostren que, tant els ratolins salvatges com els CYP2E17/-,
pateixen pérdua de funcid vestibular i degeneracié de les ceél-lules ciliades de I'epiteli
sensorial vestibular després de I'exposicidé a cis-crotononitril i, per tant, el CYP2E1 no
és imprescindible per a la toxicitat vestibular d’aquest nitril. Per altra banda, els
ratolins salvatges tractats amb acetona 1% en aigua de beguda, mostraven un
augment de la mortalitat molt significativa respecte als altres grups, sobretot respecte
als CYP2E17/-.

Mitjancant la metodologia optimitzada d'SPME GC-NPD, explicada a [larticle 3
d’aquesta tesi i amb la qual es poden determinar les concentracions de cianur i nitrils
en sang, es demostra que la mortalitat d’aquests ratolins ve determinada per
I'important augment de cianur en sang sis hores després de l'administracié de cis-
crotononitril 2.25 mmol kg™'. Aquest fet demostra que el cis-crotononitril és substrat
d’aquest citocrom i que quan és metabolitzat per aquest enzim, s’allibera cianur, el

qual en concentracions elevades, pot causar la mort de l'individu.
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Resum article 5: «Role of CYP2E1l-mediated metabolism in the effects of allylnitrile in

the mouse». BOADAS-VAELLO, Pere; JOVER, Eric; CHABBERT, Christian; BAYONA, Josep M.;

LLORENS, Jordi. (Article en preparacio.)

El treball que es mostra a continuacié, correspon a |'estudi del paper del citocrom
CYP2E1 en la neurotoxicitat de l'al:lilnitril. Es basa en la hipotesi que defensa que
|’efecte vestibulotoxic de I'al-lilnitril dependria de la bioactivacié per part del citocrom
CYP2E1. Per avaluar aquesta hipotesi, es van utilitzar ratolins knock-out pel CYP2E1
(CYP2E17/-) i la soca salvatge corresponent 129S1, repartits en quatre grups: 129S1,
129S1 + acetona, CYP2E1 i CYP2E1 + acetona, en qué el pretractament amb acetona
1% en aigua de beguda durant una setmana tenia la finalitat d’augmentar I'expressid
del CYP2E1, capacitat inductora demostrada en treballs anteriors (Forkert et al., 1994;
Yadav et al., 2006).

El resultats obtinguts demostren que, tant els ratolins salvatges com els CYP2E17/-,
pateixen pérdua de funcié vestibular i degeneracié de les cél-lules ciliades de I'epiteli
sensorial vestibular després de I'exposicié a al-lilnitril i, per tant, el CYP2E1 no és

imprescindible per a la toxicitat vestibular d’aquest nitril.

Els ratolins 129S1 tractats amb acetona 1% en aigua de beguda durant una setmana,
mostraren un augment significatiu de mortalitat respecte als altres grups, fet que,
utilitzant la metodologia optimitzada d’'SPME GC-NPD, es va poder correlacionar amb
I'important augment de cianur en sang 20 minuts després de I'administracié d’al-lilnitril
0,75 mmol kg™ en aquest grup. Per tal d’avaluar que I'Unica diferéncia metabolica
entre les dues soques era la manca del CYP2E1 en els ratolins transgénics, es va
realitzar, tant a ratolins 129S1 com a CYP2E17/-, un pretractament amb dial-lilsulfur,
un inhibidor especific del CYP2E1. Tal com s’esperava, els resultats obtinguts pels
ratolins CYP2E17/- foren idéntics als registrats anteriorment sense el pretractament de
dial-lilsulfur, mentre que en els ratolins 12951, s’observa disfuncié vestibular amb una
important davallada de la mortalitat, talment com si es tractessin de ratolins de la soca
CYP2E17/-.

Els ratolins CYP2E1"/- administrats amb al-lilnitril, mostraren una alta concentracié de

cianur. Aixo feu pensar que l'al-lilnitril, a més de ser substrat del CYP2E1, podria ser

metabolitzat per algun altre citocrom, a partir del qual es generaria també cianur. Per
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tal de verificar la participacido d’altres citocroms en el metabolisme vestibulotoxic
d’aquest nitril, es va realitzar, tant a ratolins 12951 com a CYP2E1/-, un
pretractament amb 1-aminobenzatriazol, un inhibidor universal dels citocroms P450.
Com a resultat s’obtingué un bloqueig total dels efectes letals i vestibulotoxics a les
dues soques. Aquest fet demostra que la toxicitat vestibular depén d’un citocrom P450
diferent al 2E1.

En conjunt, els resultats indiquen que el CYP2E1 actua hidroxilant I'al-lilnitril al carboni

o, mentre que un altre CYP seria el responsable de la bioactivacid per a la toxicitat

vestibular, probablement per una accié sobre el doble enllag p—y.
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L'interés per la neurotoxicitat dels nitrils sorgeix a partir de la identificacié del B-
aminopropionitril (BAPN, NH,-CH,-CH,-CN) i de la 2-cianoetil-isoxazolin-5-ona, un
metabolit precursor del BAPN, a diverses espécies de Lathyrus. Es tractava d’identificar
el causant del latirisme, sabent que aquesta malaltia estava relacionada amb el
consum d’aquesta lleguminosa. Ben aviat l'interés es va centrar en un analeg sintétic
del BAPN, el 3,3’-iminodipropionitril (IDPN, NH-(CH,-CH,-CN),), capa¢ de causar una
sindrome d‘alteracions permanents en el comportament motor dels animals
d’experimentacié (Delay et al., 1954). La mateixa alteracié es va observar més tard en
animals exposats a altres nitrils com I'al:lilnitril (3-butenenitril, CH,=CH-CH,-CN) i el
crotononitril (2-butenenitril, CH;-CH=CH-CN) (Tanii et al., 1991a). Aquesta alteracio

era I'ECC (Excitation with Choreiform and Circling movements).

Actualment se sap que I'IDPN, l'al-lilnitril i el crotononitril provoquen degeneracio de
les cel-lules ciliades del sistema vestibular i que aquest efecte explica la sindrome
comportamental ECC (Llorens et al., 1993; Llorens i Rodriguez-Farré, 1997; Balbuena i
Llorens, 2001; Balbuena i Llorens, 2003). Tot i aix0, en aquests ultims anys, es poden
trobar encara treballs on es defensa que l'efecte ECC és causa de la toxicitat en el
sistema nervids central provocada per I’'exposicié a IDPN. Sén estudis d’apoptosi (Zang
et al., 1999), d’expressid genica (Fritschi et al., 2003), de sistemes de
neurotransmissors (Tanii et al., 2000, Wakata et al., 2000) i de radicals lliures (Wakata
et al., 2000; Nomoto, 2004). En el primer treball d’aquesta tesi, s’ha utilitzat el
reconegudament Util Fluoro-Jade B per a detectar neurones en degeneracié (Schumed i
Hopkins, 2000 a,b; Seoane et al., 2005), i es demostra que rates exposades a IDPN,
al-lilnitril o cis-crotononitril que presenten la sindrome ECC (Llorens et al., 1993b;
Llorens i Rodriguez-Farré, 1997; Balbuena i Llorens, 2001; Balbuena i Llorens, 2003)
no presenten degeneracid neuronal en el sistema nervidos central. A més, aquest
metode ens permet observar que les Uniques seccions de cervell que presenten
marcatge a rates exposades a aquest tres nitrils, son les dels bulbs olfactoris. Aquest
marcatge correspon a la degeneracid de les terminals nervioses de les neurones
primaries de la mucosa olfactoria nasal, ja que les neurones del bulb no han mostrat
marcatge. Aquest fet es relaciona amb la ja coneguda capacitat de I'IDPN de provocar
degeneracié de l'epiteli sensorial (Genter et al., 1992). Aquests resultats corroboren
treballs en els quals s’utilitzava la GFAP com a marcador general de dany cerebral i on
s’obtenien increments majors d’aquesta proteina a bulbs olfactoris en comparacio a

altres regions de I'SNC (Llorens et al., 1993). A més, amb la utilitzacié de la tinci6 de
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plata, no s’‘obtenien cossos neuronals marcats a SNC de rates tractades amb IDPN, tal

com s’ha observat en aquest treball de tesi mitjancant el Fluro-Jade B.

Per altra banda, ja s’havia demostrat que l'altre isomer del crotononitril, el trans-
crotononitril, causa deficits motors d’activitat vertical (Balbuena i Llorens, 2003) i
degeneracié de neurones a l'oliva inferior, a I'escorga piriforme, a la part medial de
I’'escorca entorrinal lateral, al nucli talamic anterodorsal i d’altres de disperses per tota
I'escorca (Seoane et al., 2005). Amb aquests resultats es demostrava per primera

vegada que els nitrils poden causar degeneracié neuronal selectiva a I’'SNC.

En el primer treball d’aquesta tesi, s'ha caracteritzat un nou nitril anomenat
hexadienenitril, amb efectes a I'SNC, que ha mostrat un patrd selectiu molt semblant
al del trans-crotononitril. S’ha observat degeneracié neuronal selectiva per les regions
citades pel trans-crotononitril i també a zones de I’'escorca prelimbica, de la cingulada i
de la frontal. A més, utilitzant microscopia electronica de rastreig, s’ha observat que
aquest nitril tampoc provoca degeneracié de les cél-lules ciliades dels epitelis vestibular

i auditiu.

En resum, els resultats obtinguts a la primera part de la tesi ens permeten definir dos
grups diferenciats de nitrils: els que afecten el sistema nervids central i els que afecten
el sensorial, i situem el trans-crotononitril i I’'hexadienenitril en el primer, i I'IDPN, el
cis-crotononitril i I'al-lilnitril en el segon. El fet de demostrar que els nitrils poden
provocar tant déficits motors (trans-crotononitril i hexadienenitril) com deficits
sensorials (IDPN, cis-crotononitril i al-lilnitril), permet fer un pas endavant dins la
hipotesi general que proposa aquests compostos com a causants de les malalties
konzo, latirisme i TAN, sabent que les dues primeres es caracteritzen principalment per

problemes motors i que en la Ultima es desenvolupen principalment déficits sensorials.

El mecanisme molecular de la neurotoxicitat dels nitrils és encara desconegut. Tot i
que I'IDPN té dos grups nitril i un grup imino, els resultats obtinguts amb I’al-lilnitril i el
cis-crotononitril (Balbuena i Llorens, 2001; Balbuena i Llorens, 2003) demostren que
un sol grup ciano és suficient per a desenvolupar els efectes que aquests provoquen a
la cornia i als epitelis vestibular i auditiu i possiblement també els de la retina i de la
mucosa olfactoria. Per altra banda, s’ha demostrat que el butironitril no provoca

efectes evidents de toxicitat vestibular (Tanii et al., 1989a) i aquest fet permet
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suggerir que el doble enllag present en els butenenitrils podria ser també important en
la neurotoxicitat. Alguns treballs indiquen que la preséncia d’alguna peculiaritat com
insaturacions en posicions a 0 B, és determinant per al potencial neurotoxic del nitril
(Llorens et al., 1998; Balbuena i Llorens, 2001; Balbuena i Llorens, 2003). Per altra
banda, les diferéncies entre els isobmers cis- i trans- del crotononitril suggereixen un alt
grau de selectivitat per les seves dianes de toxicitat primaries. Si es requereix el grup
ciano i el doble enllag per a provocar neurotoxicitat, la metabolitzaci6 de I'IDPN a
dihidro-IDPN (CN-CH,-CH,-NH-CH-CH=CH-CN) podria ser essencial per a produir
neurotoxicitat, tal com van suggerir Syre i els seus col-laboradors (Jacobson et al.,
1987). Aquests autors varen intentar demostrar aquesta hipotesi avaluant directament
la neurotoxicitat del dihidro-IDPN i no van reproduir els efectes neurotoxics de I'IDPN
(Morandi et al., 1987). Tot i aix0, la solucié de dihidro-IDPN que ells van usar és una
mescla dels seus isomers on el trans-dihidro-IDPN era el majoritari (Jacobson et al.,
1987). Aixi, aquest fracas de no identificar els mateixos efectes que I'IDPN podria ser
causa de la manca relativa de l'isomer cis-dihidro-IDPN, el qual causaria aquests
efectes buscats. Per altra banda, I'observacié en qué altes dosis d’aquesta mescla
provocaven paralisi temporal de les potes del darrera, suggereix que el trans-dihidro-
IDPN causava efectes similars als de trans-crotononitril. Aquests resultats permeten
suggerir al mateix temps, que el metabolisme in vivo de I'IDPN produeix

majoritariament cis-dihidro-IDPN.

L’hexadienenitril té en la seva estructura dos dobles enllagos i un grup ciano i, per
tant, aquest pot organitzar-se en quatre isomers diferents: cis,cis-, cis,trans-,
trans,cis- i trans,trans-. El fet que I’'hexadienenitril i el trans-crotononitril presentin un
patré de neurotoxicitat tan semblant fa pensar que la preséncia del grup ciano en
posicid trans- al carboni 2 podria ser suficient per a donar aquest patrdé selectiu de
neurotoxicitat. A més, en aquest treball de tesi s’ha observat un marcatge puntiforme
de terminals nervioses primaries dels bulbs olfactoris a 2 de les 5 rates examinades
després de l'exposicid a hexadienenitril, tal com s’ha observat també amb el cis-
crotononitril. Tenint en compte que aquest tipus de marcatge coincideix amb el que
s’observa quan s’administra la dosi més baixa d'IDPN (Genter et al, 1992) i que, tal
com es suggeria anteriorment, I'isdbmer majoritari en el metabolisme d’‘aquest nitril
seria el cis-dihidro-IDPN, es suggereix que el responsable d’aquest marcatge seria un
isomer cis- de I'hexadienenitril, i que aquest isbmer seria minoritari en la mescla. A

més, el fet que el cis-crotononitril doni aquest mateix tipus de marcatge suggereix
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novament que la posicid del grup ciano en el carboni 2 podria ser important per a la
neurotoxicitat selectiva d’aquest nitril. Aixi, un estudi més exhaustiu de Ila
neurotoxicitat dels isomers del crotononitril permetria determinar el requeriment real
d’un sol doble enllag a posicido C2 i la relacié entre la isomeria estructural i les dianes

de degeneracié especifiques.

Per tal d'avancar en l'estudi d’aquests requeriments estructurals de la molecula
responsable de la toxicitat, en aquest treball de tesi s’ha estudiat el paper del
metabolisme en els efectes vestibulotoxics dels nitrils. Hi ha indicis que assenyalen que
el metabolisme podria tenir un paper de bioactivacié necessari perqué les accions
neurotoxiques fossin efectives, perdo encara no ha estat identificat cap metabolit
causant de la neurotoxicitat dels nitrils. Per a aquest tipus d’estudi, era molt
interessant poder utilitzar soques de ratolins transgénics, pero fins al moment, la
relacio existent entre la sindrome ECC i la degeneracié de CC del vestibul estava
demostrada només en rates, tant per I'IDPN (Llorens i Rodriguez-Farré, 1997; Llorens
et al., 1993; Seoane et al., 2001) com per |'al-lilnitril (Balbuena i Llorens, 2001) i el

cis-crotononitril (Balbuena i Llorens, 2003).

En aquest treball de tesi, s’ha adaptat per als ratolins la bateria de tests
comportamentals d’avaluacié de funcié vestibular, desenvolupada previament per a les
rates, i se n'‘ha estandarditzat el seu Us. S’han establert, en aquesta espécie, models
d’exposicio a IDPN, a cis-crotononitril i a al-lilnitril que causen toxicitat vestibular i
s’han descrit les relacions dosi-resposta comportamental i histopatologica. En conjunt,
els resultats han permés demostrar que els nitrils que eren vestibulotoxics a la rata ho
s6n també en el ratoli, la qual cosa permet la utilitzaci6 de soques de ratolins
transgénics per a l'estudi d’aquesta toxicitat. A més, juntament amb estudis paral-lels
en els qual s’ha demostrat la toxicitat vestibular de nitrils al conill d’indies, una espécie
de gran interés per a I'estudi de l'orella interna, i a la granota, s’ha pogut proposar que
els nitrils provoquen toxicitat audiovestibular en un ampli rang de vertebrats, incloent-

hi mamifers i no mamifers.

Ohkawa i col-laboradors (1972) proposaren la hipotesi que defensava que mitjancant
la hidroxilacid del carboni alfa d’alguns nitrils catalitzada pel citocrom P450, es
formaria una cianohidrina intermedia poc estable que es descompondria rapidament en

cianur i en el corresponent compost carboxilic (fig. 24), hipotesi que fou corroborada
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en animals d’experimentacié per altres autors (Silver et al., 1982; Ahmed i Farooqui,
1982; Tanii i Hashimoto, 1984, 1985). Per a l'estudi del metabolisme del cis-
crotononitril i l'al-lilnitril, es va considerar de gran utilitat poder avaluar les
concentracions d’‘aquest nitril en sang, i també les del cianur. Entre les técniques
descrites a la literatura, la CG-NPD permet |'analisi de compostos amb nitrogen o
fosfor, i havia estat utilitzada per a la determinacié simultania de cianur i nitrils volatils
amb un métode headspace (Shibata et al. 2004). En el treball nim. 3 d’aquesta tesi es
descriu l'optimitzaci6 d’aquest meétode mitjangant [I'addicid d'un procés de

microextraccié en fase solida (SPME) que permet millorar molt la sensibilitat.

Tanii et al. (1986) van demostrar que l'etanol augmentava la toxicitat aguda dels
nitrils i sabent que aquest alcohol és inductor del citocrom P4502E1 (CYP2E1), es
suggeri que aquest enzim podria estar implicat en els efectes toxics dels nitrils. Anys
més tard, Lewis et al., (1994), demostraren que efectivament el CYP2E1 era el
possible responsable de la metabolitzacié de certs nitrils amb la qual es produia

alliberament de cianur.

Més endavant es demostra que el CYP2E1 pot metabolitzar diversos nitrils (Sumner et
al., 1999; Ghanayem et al., 1999), i sembla ser I’Unic citocrom P450 involucrat en el
metabolisme oxidatiu de I'acrilonitril, on s’allibera cianur (fig. 25) (Wang et al., 2002;
Chanas et al., 2003). El cis-crotononitril és molt similar a l'acrilonitril ja que els dos
son nitrils o-B insaturats, i aix0 permet hipotetitzar que el cis-crotononitril podria
generar també un epoxid via CYP2E1 (fig. 26) tal com ho fa I'acrilonitril (Sumner et al.,
1999). Aixi doncs, una de les hipotesis d’aquest treball de tesi era que la
metabolitzacid per CYP2E1 era important per a la neurotoxicitat d’aquest nitril, hipotesi
que s’ha estudiat utilitzant les soques de ratoli CYP2E17/- i WT 129S1, seguint un
disseny experimental format per quatre grups: 129S1, 129S1 + acetona, CYP2E17/- i
CYP2E17/- + acetona, en qué el pretractament amb acetona 1% en aigua de beguda
durant una setmana tenia la finalitat d’augmentar I'expressié del CYP2E1, capacitat

inductora demostrada en treballs anteriors (Forkert et al., 1994; Yadav et al., 2006).

Les soques 129S1 i CYP2E1l/- es mantenien com a soques independents en
homozigosi. Malgrat que ambdues soques tenen un fons genétic comu, existia la
possibilitat de diferéncies addicionals a la delecié del CYP2E1. Per a controlar aquesta

possible font d’errors, s’ha emprat la inducci6 amb acetona (Forkert et al., 1994;
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Yadav et al., 2006), fet que permet atribuir al CYP2E1 els efectes bloquejats a la soca
CYP2E17/- respecte a la 12951 i els potenciats per I'acetona a la soca 129S1 pero no a
la CYP2E17/-.

Els resultats obtinguts determinaren un efecte vestibulotoxic del cis-crotononitril molt
semblant a les dues soques, fins i tot més gran a la soca CYP2E17/-, i per tant el
CYP2E1 no sembla ser imprescindible per a desenvolupar els efectes vestibulotoxics del
cis-crotononitril. Per altra banda, el pretractament amb acetona va provocar un
important augment de mortalitat a la soca 12951 sense haver-hi un augment en la
toxicitat vestibular, mentre que a la soca CYP2E1’/- aquest pretractament no

determina ni augment de mortalitat ni de toxicitat vestibular.

Sabent que I'acetona és un inductor de I'expressié del CYP2E1 i tenint en compte la via
metabolica hipotetitzada en aquest treball de tesi (fig. 26), es podria hipotetitzar que
I'alt grau de mortalitat dels ratolins 129S1 + acetona es podria explicar per un
augment de cianur en sang com a resultat del metabolisme del cis-crotononitril pel
CYP2EL1.

Utilitzant el métode d'SPME GC-NPD optimitzat (article 3, pag. 95), es va poder
demostrar que el grup de ratolins 12951 + acetona era el que registrava la quantitat
de cianur més alta i la quantitat de cis-crotononitril més baixa en sang, mentre que els
grups de ratolins CYP2E17/- registraven nivells de cis-crotononitril significativament
més alts i nivells de cianur significativament més baixos en comparacié amb els altres
grups. Aixi doncs, es demostrava que la gran mortalitat registrada en els 12951 +
acetona era provocada per l'important alliberament de cianur i, tenint en compte la
diferéncia tan significativa en els nivells de cis-crotononitril en sang entre els ratolins
129S1 i CYP2E17/-, es podia confirmar que aquest alliberament de cianur es donava
gracies a la metabolitzacié del cis-crotononitril via CYP2E1l. Els coneixements
disponibles permeten suposar que aquesta metabolitzacié genera una molécula epoxid
que, o bé espontaniament o bé mitjancant un enzim tipus epoxid hidrolasa, es
transformaria en un diol, la qual cosa portaria finalment a l'alliberament de cianur, tal

com s’havia demostrat per I'acrilonitril (Wang et al., 2002).

Els tests comportamentals determinaren que els ratolins supervivents del grup 129S1

+ acetona mostraven una disfuncié vestibular menor en comparacié als altres grups i
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aix0 permet suggerir que el CYP2E1 tindria, més aviat, un paper de proteccié dels
efectes vestibulotoxics del cis-crotononitril. En tot cas, els resultats demostren

clarament que el CYP2E1 no és necessari per desenvolupar toxicitat vestibular.

La concentracié de cis-crotononitril en sang és maxima a menys d’una hora després de
I'administracid, mentre que els efectes vestibulars majoritariament no apareixen fins a
les 24 o 48 hores després. Aixi, tot i que amb aquest estudi no s’ha pogut determinar
quina molécula és la causant de la toxicitat vestibular, aquests resultats permeten
suggerir que aquesta seria un metabolit del cis-crotononitril. El cianur circulant en sang
no podria ser-ne el causant ja que les concentracions de cianur tan marcadament
diferents entre grups no es correlacionen amb diferéncies en la toxicitat vestibular
entre aquests grups. Uns possibles candidats per a la toxicitat vestibular podrien ser
I’epoxid generat mitjangant el CYP2E1, el cis-2,3-epoxibutironitril (Silver et al., 1982;
El Hadri et al., 2005) o el seu corresponent diol fruit d’'una hidroxilacio, el 2,3-
dihidroxi-butironitril (fig. 30). Si una d’aquestes molécules fos realment la causant, ha
d’existir un altre enzim diferent al CYP2E1 capag de generar |'epoxid, ja que els ratolins
CYP2E17/- desenvolupen els efectes vestibulotoxics del cis-crotononitril. La circulacio
en sang d'aquests compostos segurament seria més baixa en els ratolins CYP2E17/-
que en els 129S1, i per tant caldria pensar en una formacio local d’'aquests compostos.
Es a dir, la via oxidativa del cis-crotononitril cap a cianur es donaria de forma sistémica
mitjancant el CYP2E1, perd aixd també passaria de forma local al sistema vestibular
mitjancant un altre citocrom, la qual cosa en provocaria la seva degeneraci6. De fet,
encara que sigui en menor grau, tenint en compte que els ratolins CYP2E17/-
administrats amb cis-crotononitril també presenten cianur en sang, la possibilitat que
altres citocroms puguin catalitzar aquesta transformacié metabolica, és molt probable.
De totes maneres, una hipotesi més senzilla seria que la ruta epoxid cap a cianur no

esta involucrada en la toxicitat vestibular del cis-crotononitril.
El detector de nitrogen-fosfor detecta molecules amb nitrogen o fosfor, mentre que el

metode d’SPME s’optimitza per a |'extraccié de compostos altament volatils. El fet que

amb el métode SPME GC-NPD no s’hagi pogut determinar cap possible metabodlit
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Fig. 30 Esquema d’una possible via metabolica del cis-crotononitril pels seus efectes vestibulotoxics. Els requadres marquen

possibles molécules metaboliques candidates a tenir aquest efecte.

provinent dels cis-crotononitril a part del cianur, fa pensar que, o bé els metabolits
resultants no sén volatils, o bé han perdut I'atom de nitrogen. Tot i aix0, cal tenir en
compte la possibilitat d’'una acumulacid selectiva d’aquests altres metabolits, diferents
del cianur, dins l'orella interna o a les CC, la qual cosa faria possible la no deteccié dels

metabolits ototoxics.

Se sap que en rates administrades amb crotononitril barreja de dos isomers, el
crotononitril pot unir-se a glutatié per tal de ser excretat en orina en forma d’acid
cianomercapturic (Van Bladeren et al., 1981), pero0 de moment no s’ha pogut
demostrar que aquesta via tingui relacié amb la toxicitat vestibular del crotononitril.
Tot i aixd, una altra via candidata en els efectes vestibulotoxics podria ser aquella en la
qual el glutatié s’unis, o bé directament al cis-crotononitril, o bé amb el cis-2,3-
epoxibutironitril format a partir d’'un citocrom. En general, els conjugats amb glutatio
no soén toxics. No obstant aix0, els compostos amb alta capacitat de conjugar-se a
glutati6 poden causar toxicitat per deplecié de les concentracions intercel-lulars
d’aquest peptid (fig. 31).
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Fig. 31 Esquema global de possibles vies metaboliques pel cis-crotononitril. Els requadres amb linia continua emmarquen
possibles molécules candidates a tenir efecte vestibulotoxic. Els requadres amb linia discontinua emmarquen molécules
conjugades amb glutatio, que serien candidates més dubtoses per la poca toxicitat d’aquest tipus de conjugats.

Finalment, es poden suggerir altres vies no cianogéniques diferents a la conjugacié del
glutatid, en les quals es generaria per exemple 3-hidroxibutironitril (fig. 31). No tenim
coneixement que aquestes vies hagin estat mai proposades anteriorment, pero serien
les vies més logiques si la via d’epoxidacié del doble enllag quedés finalment

descartada com a via d’activacid per a la vestibulotoxicitat.

La semblanca de Ial-lilnitril amb el cis-crotononitril i I'acrilonitril, feu pensar que el
CYP2E1 podria estar també implicat en una a-hidroxilacié d’aquest nitril (fig. 24) i en
I'alliberament de cianur. Per altra banda, pero, podria també patir una epoxidaci6 del
doble enllag, la qual no ha de provocar directament alliberament de cianur. En aquest
treball de tesi s’ha estudiat, a l'igual que pel cis-crotononitril, la importancia del
CYP2E1 en el metabolisme de I'al-lilnitril i la relacié d’aquest amb els seus efectes
vestibulotoxics. S’ha utilitzat també un disseny experimental format per quatre grups
de ratolins: 129S1, 129S1 + acetona, CYP2E17/- i CYP2E1"/- + acetona.

Els resultats d’'aquest treball han estat similars als de l'estudi del cis-crotononitril,
perque s’ha vist que la mortalitat dels 12951 + acetona tractats amb al-lilnitril era més
gran que en els altres grups i aquesta, mitjancant I'SPME GC-NPD, es va poder
correlacionar amb alts nivells de cianur en sang. A més, igual que en el cas del cis-
crotononitril, s’ha vist que el CYP2E1l no era necessari per a provocar toxicitat

vestibular ja que tant els 129S1 com els CYP2E1"/- administrats amb al:-lilnitril
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mostraren disfuncié vestibular. Aixi doncs, la principal conclusié d‘aquest estudi ha
estat que l'al:lilnitril es metabolitza via CYP2E1, es genera cianur i que aquest Ultim és

el responsable de la letalitat d’aquest nitril.

L'elevada mortalitat en els ratolins 129S1 tractats amb al-lilnitril dificultava Ila
interpretacid dels resultats de toxicitat vestibular. Per tal d’obtenir una major certesa
del paper relatiu del CYP2E1 en la toxicitat vestibular i la mortalitat d’aquest nitril, es
van realitzar experiments addicionals utilitzant inhibidors farmacologics del CYP2E1
L'inhibidor dial-lilsulfur, selectiu pel CYP2E1l (Brady et al., 1991), va permetre
corroborar en els ratolins 12951, que la disminucié d’activitat CYP2E1 disminueix la
mortalitat, pero no la toxicitat vestibular, mentre que l'abséncia d’efectes d’aquest
inhibidor sobre la toxicitat d’al-lilnitril en els ratolins CYP2E1"/-, corroborava la

selectivitat d’aquet agent per a aquest citocrom.

El pretractament amb 1-ABT, un inhibidor universal dels citocroms P450, va provocar
una inhibicio total tant dels efectes letals com dels vestibulotoxics a les dues soques.
Aixi doncs, amb aquest estudi es demostra clarament la implicacié d'algun altre CYP,
diferent al 2E1, en els efectes vestibulotoxics de I'al-lilnitril, encara que aquest resultat
no permet discernir el caracter cianogénic o no cianogénic d’aquesta via de toxicitat

vestibular.

Tot i la gran similitud entre els resultats obtinguts ens els dos estudis, existeixen
diferéncies importants. En el cas del cis-crotononitril, el CYP2E1l catalitzaria
I’epoxidacio del doble enllag en posicidé a—B, cosa que provocaria la formacido d'una
cianohidrina i I'alliberament de cianur (fig. 30). En el cas de I'allilnitril, que és una
molécula B,y-insaturada, el CYP2E1 tindria dues possibles actuacions: I'hidroxilacio del
carboni o (Ohkawa et al., 1972; Silver et al., 1982) o I'epoxidacié del doble enllag B,y
(Silver et al., 1982). Tenint en compte que només en la primera actuacio suggerida hi
hauria la formacié d’una cianohidrina inestable i la posterior formacié de cianur, els
resultats d’aquest treball de tesi indiquen clarament que el CYP2E1l realitza aquesta

accio i no la segona (fig. 32).
Per altra banda, tenint en compte la quantitat de cianur detectada en els ratolins

CYP2E17/- administrats, es suggereix que un altre CYP també podria catalitzar

I'a-hidroxilacié. Si bé els nostres resultats demostren que el CYP2E1 impulsa la via
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Fig. 32 Esquema de dues rutes metaboliques possibles per a lal-lilnitril. L'a-hidroxilacié que produeix l'alliberament de

cianur estaria catalitzada pel CYP2E1.

cianogénica i que no té cap paper en la toxicitat vestibular, no permet excloure que
aquesta mateixa via sigui responsable de la degeneracié de CC a través d’un altre CYP,
amb accié local a l'orella interna. Una hipotesi alternativa per als afectes
vestibulotoxics, podria ser que les molécules resultants de I'epoxidacié del doble enllag
By de l'al-lilnitril mitjangant un CYP diferent al 2E1 fossin ototoxiques. Podrien ser
molécules candidates I'epoxid generat en aquesta epoxidacio o el diol que se’'n pogués
derivar posteriorment per I'accido d’una epoxid hidrolasa (fig. 33). Per altra banda, se
sap que el glutatié podria reaccionar també amb I’estructura diol (fig. 33) (Farooqui et
al., 1991), encara que els conjugats amb glutatido se’ls suposa una baixa toxicitat

intrinseca.

Per ultim, existeix una opcidé en la qual el glutatié podria reaccionar directament amb la
molecula d’al-lilnitril. En aquest cas, a més a més del paper destoxicador de la
conjugacié amb glutatio, els resultats obtinguts amb el pretractament amb 1-ABT que
revelen la necessitat d'un CYP per a desenvolupar-se els efectes vestibulotoxics,
permeten concloure que aquesta via no és rellevant per a desencadenar els efectes

ototoxics.
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Fig. 33 Esquema de possibles vies metaboliques per I'al-lilnitril. Els requadres amb linia continua emmarquen possibles
molécules candidates a tenir efecte ototoxic. El requadre amb linia discontinua emmarca una molécula conjugada amb

glutatidé, que seria una candidata més dubtosa per la poca toxicitat d’aquest tipus de conjugats.

En conjunt, els resultats obtinguts a la segona part de la tesi demostren que el CYP2E1
metabolitza tant el cis-crotononitril com I’al-lilnitril, perd que cap d’aquestes accions és
necessaria per a l'accié vestibulotoxica d’aquests nitrils. No obstant aix0, altres CYP
tenen un paper bioactivador per a aquesta toxicitat. Els dos nitrils causen en animals
d’experimentacid els mateixos efectes vestibulotoxics i aixd permet suggerir que, en el
procés de metabolitzacié de cadascun d’ells, podria generar-se una molécula similar i
que aquesta fos la responsable de I'ototoxicitat. Tot i no tenir encara enzims candidats
per a realitzar-ne la catalitzacid, si que es pot suggerir que una estructura molecular
comuna generada pels dos nitrils podria ser la 3-hidroxibutironitril, que es podria
formar tant pel trencament del doble enllag en posicié a—p del cis-crotononitril, com pel
trencament del -y de l'allilnitril (fig. 34). Aquesta hipotesi podria a més, relacionar-se
amb un altre nitril vestibulotoxic, I'IDPN, el qual, mitjancant un citocrom P450 deriva a
una molécula que té en posicid 3 un grup hidroxi, la carbinolamina, molécula de la qual
se’n troben derivats a l'orina de rates administrades amb aquest nitril (Jacobson et al.,
1987; Engelhart, 1994) (fig. 23).

Si en estudis posteriors es demostrés aquesta hipotesi, tindriem com a resultat que

tres nitrils amb efectes vestibulotoxics idéntics serien metabolitzats pel sistema

microsomal, pel qual es generarien molécules amb una estructura quimica similar que
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seria responsable d’aquests efectes. La identificacido d’aquesta estructura suposaria un

avang crucial en I'estudi de la neurotoxicitat dels nitrils.

/// CH, H CMN ///\/NH\/\\\

N 2 N
ALN IDPN

CCN

R, ~ Ry ~ NH
T\ T\ 2
OH

3-hidroxi-butironitril 3-hidroxi-butironitril carbinolamina

Fig. 34 Esquema d’estructures hidroxi suggerides com a candidates a provocar efectes vestibulotoxics en animals
d’experimentacié produides mitjancant el sistema microsomal a partir de tres nitrils ototoxics: cis-crotononitril. al-lilnitril i
IDPN.

167



vV

CONCLUSIONS



Pere Boadas-Vaello, Dept. Ciencies Fisiologiques II, Universitat de Barcelona Conclusions

Conclusions

1. L' IDPN, l'al:lilnitril i el cis-crotononitril no causen degeneraciéo neuronal al sistema
nervids central, excepte les terminals nervioses als glomeéruls olfactoris. Per tant, els
efectes d’aquests nitrils sobre el comportament motor no estan associats a la
degeneracid neuronal. Aquesta conclusid concorda plenament amb els treballs
anteriors, en els quals es concloia que aquests efectes depenen de la degeneracié del

sistema vestibular.

2. L'hexadienenitril i el trans-crotononitril indueixen un patré de degeneracié neuronal
selectiva al sistema nervids central de la rata: oliva inferior, escorga piriforme i escorca
entorrinal. Les rates tractades amb hexadienenitril també presenten degeneracié a
I'escorca frontal i a la cingulada. Els efectes de I'hexadienenitril i el trans-crotononitril
sobre el comportament motor estan associats a la degeneracié de I'oliva inferior. Tot i
aixd cal investigar més sobre la possible contribucié de la degeneracié neuronal

trobada a I'escorca motora de rates tractades amb hexadienenitril.

3. Les conclusions anteriors permeten agrupar els nitrils neurotoxics en nitrils que
causen toxicitat sensorial (IDPN, al:lilnitril i cis-crotononitril) i nitrils que causen un
patré6 de degeneraci6 neuronal selectiu en el sistema nervidés central (trans-

crotononitril i hexadienenitril.)

4. La toxicitat audiovestibular de nitrils, fins ara demostrada només a la rata, apareix
també en altres espécies, incloent-hi mamifers (ratoli i conill d'indies) i no mamifers

(granota).

5. La bateria de tests comportamentals dissenyada per a l'avaluacié de la disfuncid

vestibular a la rata és també aplicable al ratoli.

6. La tecnica de microextraccié en fase solida acoblada a una cromatografia de gasos
amb un detector nitrogen-fosfor (SPME GC-NPD) permet l'avaluacié simultania de
cianur i de nitrils volatils (cis-crotononitril, trans-crotononitril, al-lilnitril, acetonitril i

butironitril) en sang.
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7. Els cis-crotononitril és substrat del CYP2E1 in vivo en el ratoli. L'acci6 metabdlica
d’aquest citocrom sobre el cis-crotononitril genera cianur i s’associa a la mortalitat,
perd no necessariament a la toxicitat vestibular, ja que la manca del CYP2E1 en

ratolins knock-out no protegeix contra lI'accié vestibulotoxica d’aquest nitril.

8. L'al-lilnitril és substrat del CYP2E1 in vivo en el ratoli. L'acci6 metabdlica d’aquest
citocrom sobre l'al-lilnitril genera cianur i s’associa a la mortalitat. Aixo indica que el

CYP2E1 catalitza la a-hidroxilacié i no la B—y epoxidacié d’aquest nitril.

9. Vist el paper cianogenic del CYP2E1 tant per al cis-crotononitril com per a l'al-lilnitril
i vistos els efectes d’agents inhibidors selectius i no selectius del P4502E1 sobre la
toxicitat vestibular, es pot concloure que aquesta toxicitat depén d’un citocrom P450
diferent al 2E1 i, paral-lelament, es poden descartar les cianohidrines (2-hidroxinitrils)

com a metabolits circulants responsables.
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A. Materials i compostos quimics

A.1 Compostos quimics

Crotononitril (99%, proporcié cis:trans de 60:40 aproximadament). Obtingut de
Quimica Aldrich (Alcobendas, Espanya). Els corresponents isomers s’obtingueren per
destil-lacié fraccionada (Balbuena i Llorens, 2003). Per aquest treball s’han utilitzat

fraccions destil-lades amb un index de puresa superior al 95%.

Cianur de potassi. Obtingut de Fluka (Buchs, Suissa ).

Al-lilnitril  (98%), butironitril, i acetonitril (Lichrosolv®). Obtinguts de Merck

(Hohenbrunn bei Minchen, Alemanya).
IDPN (99%). Obtingut d’Acros Organics (Geel, Belgica).
Hexadienenitril (98%). Obtingut de Frinton Laboratories (Vineland, NJ, EEUU).
Fluoro-Jade B. Obtingut de Chemicon International (Temecula, CA, EEUU).

A.2 Animals utilitzats
L'Gs i tractament dels animals es va fer en concordanga amb la LLEI 5/1995, de 21 de
juny, de proteccié dels animals utilitzats per a experimentacié i per a altres finalitats
cientifiques, i amb el DECRET 214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilitzacio
d'animals per a experimentacio i per a altres finalitats cientifiques, de la Generalitat de
Catalunya, seguint procediments aprovats pel Comité Etic d’Experimentacié Animal de

la Universitat de Barcelona.

Els experiments es van portar a terme a l'‘estabulari del Campus Bellvitge de la

Universitat de Barcelona i es van utilitzar els segients tipus d’animals:
- Rates mascle Long-Evans (CERJ, Le-Genest-Saint-Icle, Franga) de 9 setmanes d’edat

que es van estabular en grups de 2 a 4 per gabia (gabies Macrolon estandard 280 x
520 x 145 mm).
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- Rates mascle Sprague-Dawley procedents de la cria realitzada a |'estabulari de

Bellvitge.

- Ratolins de la soca 12951/SvimJ], adquirida dels Laboratoris Jacksons (USA), i de la
soca CYP2E1/-, cedida per F.]J.Gonzalez (US NIH, Bethesda, USA). A partir de les
parelles reproductores obtingudes inicialment, s’establiren dues colonies a l'estabulari
del Campus Bellvitge de la Universitat de Barcelona. Després del naixement i el
deslletament, les cries es col-locaren en grups de 4 a 6 en gabies Macrolon (28 x 28 x
15 cm)

- Ratolins mascle Hsd:ICR (CD-1) (Harlan Internauta Ibérica, Sant Feliu de Codines),
coneguts com a ratolins Swiss, de vuit setmanes d’edat que es van estabular en grups
de 2 a 4 per gabia (gabies Macrolon estandard 28 x 52 x 15 cm). Per als estudis
preliminars es van utilitzar ratolins de les mateixes caracteristiques obtinguts d‘una

colonia establerta a I’'estabulari del campus.

A l'estabulari, tots els animals es mantenien amb un fotoperiode 12:12h, a una
temperatura de 22 + 2°C i s'alimentaven ad libitum (Harlan Teklad Global Diet 2014).
Els de procedéncia externa, com a minim van restar 7 dies a I’'estabulari per a la seva

aclimatacié abans de fer-ne Us experimental.

A.3 Administracio i obtencié de mostres

Les rates Long-Evans van ser administrades intraperitonealment durant 3 dies
consecutius. Les dosis van ser seleccionades en base a treballs previs del nostre
laboratori (Llorens et al., 1993a; Seoane et al., 1999, 2005; Balbuena i Llorens, 2001,

2003) i van ser les seglients:

- cis-crotononitril: 110 mg Kg™* dia™ en 1 ml Kg* oli de blat de moro

- trans-crotononitril: 250 mg Kg™* dia™ en 1 ml Kg™! oli de blat de moro
- al-lilnitril: 50 mg Kg'! dia® en 2 ml Kg! oli d’oliva

- hexadienenitril: 300 mg Kg* dia™ en 2 ml Kg™* oli oliva

- IDPN: 400 mg Kg™* dia™ en 2ml Kg™* sali

- controls: 1 ml Kg™* dia™ d’oli de blat de moro i 2 ml Kg'! dia™ d’oli d’oliva
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Els ratolins van ser administrats oralment per intubacié intragastrica amb cis-
crotononitril o al-lilnitril dissolts en 6 ml kg™ oli de blat de moro. En base a treballs
previs pilot del nostre laboratori, les dosis utilitzades en els experiments van ser les

seglents:

cis-crotononitril:0, 2, 2.25 i 2.5 mmol Kg™ en 6 ml kg oli de blat de moro

al-lilnitril: 0, 0.5, 0.75 i1 mmol Kg™* en 6 ml kg™ oli de blat de moro

IDPN: 8, 16, i 24 mmol kg! en 10 ml kg™ sali

Per a la histologia, els animals van ser anestesiats amb 400 mg kg™ d’hidrat cloral i
després de decapitar-los es fixaren els ossos temporals per immersié en solucid
fixadora freda per tal de disseccionar rapidament els epitelis sensorials de l‘orella

interna.

En els experiments d’analisi de sang, tant els ratolins com les rates Sprague-Dawley
s'anestesiaren també amb 400 mg kg! d’hidrat cloral i mitjancant una puncié
intracardiaca s’extragueren uns 600 ul de sang de cada ratoli i uns 10 ml de cada rata.
En aquests experiments es van utilitzar les dosis de 2.25 mmol kg de cis-crotononitril
i de 0,75 mmol kgt d’al-lilnitril.

Per a Il'estudi dels efectes dels inhibidors dial-lilsulfur (DAS) i aminobenzatriazol
(1-ABT) en ratolins CYP2E17/- i 129S1 s'utilitzaren les dosis segients:

- 1-ABT 50 mg kg™ en 3 ml kg* sali. 2 hores abans i 24 hores després de

I'administracié d‘al-lilnitril (1 mmol kg?*)

- Dial-lilsulfur 200 mg kg en 6 ml kg™ oli de blat de moro. 24 i 2 hores abans i

24 hores després de I'administracié d’al-lilnitril (1 mmol kg™).

A.4 Avaluacio de la toxicitat en I’'animal viu

a.4.1 Opacitat de la cornia
Per simple observacid, es va avaluar I'opacitat de cornia induida per nitrils. Aquesta es

puntuava amb un valor comprés entre 0 i 4, en que 0 indica que no hi ha opacitat i 4

que hi ha opacitat extrema (Seoane et al., 1999; Balbuena i Llorens, 2001).
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a.4.2 Funcio vestibular

Tant a les rates com als ratolins, l'alteracié de la funcié vestibular es va avaluar
utilitzant una bateria de tests comportamentals semiquantitatius. Aquesta bateria de
tests ha estat utilitzada per avaluar, de manera molt satisfactoria, la pérdua de funcié
vestibular causada per I'extirpacid bilateral del laberint, quirdrgicament (Llorens et al,
1993b) i quimicament (Llorens i Rodriguez-Farré, 1997), aixi com la causada per la
toxicitat de I'IDPN (Llorens et al., 1993b), de l'al:lilnitril (Balbuena i Llorens, 2001) i del
cis-crotononitril (Balbuena i Llorens, 2003). La bateria incloia observacions del
comportament motor espontani (Crofton i Knight, 1991), el reflex d’aixecament per la
cua (Selye, 1957; Hunt et al., 1987), la inhibicié per contacte del reflex d’incorporacio
(Shoham et al., 1989; Ossenkopp et al., 1990) i el reflex d'incorporacié en l'aire
(Ossenkopp et al., 1990). Per a cada tipus de moviment o reflex, es donava una

puntuacio d’entre 0 i 4, en qué cada puntuacié significava el seglient:

- 0: no hi ha alteracié.

- 1: pot haver-hi alteracioé perd no de forma clara.
- 2: hi ha alteracio clara perd poc important.

- 3: alteraci6é important.

- 4: alteracié extrema

El resultat final d’aquesta bateria de tests per a cada animal consistia en la suma del

valors puntuats en cada un i es podia obtenir com a maxim un valor de 24 punts.

a.4.2.1 Avaluacioé del comportament motor espontani

Per a I'observacié del comportament motor espontani, les rates es van introduir durant
un minut dins un cub de vidre de 50 x 50 cm i els ratolins en una gabia de plastic de
28 x 52 cm i es van puntuar els seus moviments: cercles, retropulsié i extensio
anormal del cap. Els moviments en cercles corresponen a una activitat estereotipada
de locomocidé en cercles. La retropulsié consisteix a caminar enrere. El moviment del

cap a avaluar consisteix en hiperextensions extremes del coll cap enrere.
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a.4.2.2 Reflex d’aixecament per la cua

Quan una rata o un ratoli son aixecats per
la cua, estenen les potes del davant de
forma espontania per tal de preparar-se
per a un possible aterratge. A les rates o
ratolins que presenten un  deficit
vestibular, aquest reflex és substituit per

un altre que consisteix en la curvatura de

I'animal sobre ell mateix en direccié
Fig.35 Test d‘aixecament per la cua d’una rata ventral (fig. 35).

vestibulodeficient.

- =z

a.4.2.3 Inhibicié per contacte del reflex d’incorporacio

Per avaluar la inhibicié per contacte
del reflex d’incorporacio, els
animals es van col-locar en posicio
decubit supi sobre una superficie
horitzontal i se’ls va col-locar una
superficie en contacte amb les

potes. Els animals sense alteracions

giren espontaniament mentre que
els que tenen lesions vestibulars Fig.36 Test d'inhibici6 per contacte del reflex
resten en aquesta posici(') movent- d’incorporacié d’'una rata vestibulodeficient.

se talment com si estiguessin caminant del dret (fig. 36) (Shoham et al., 1989).

a.4.2.4 Reflex d’incorporacio en l'aire

Pel reflex d’incorporacié en l'aire, les rates es mantenien sostingudes amb la ma en
posicié decubit supi a uns 40 cm d’una superficie tova i es deixaven caure. Les rates
normals es giren rapidament per tal de caure sobre les quatre potes, mentre que les
vestibulodeficients no. En el cas dels ratolins, eren agafats per la base de la cua i
llencats fins a una altura d'uns 15 cm de tal manera que en aquesta altura quedessin
en posicié decubit supi. Els ratolins normals queien sobre les quatre potes, mentre que

els vestibulodeficients no.
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a.4.3 Camp obert

Els estudis de camp obert en rates es
van fer en una area de fusta blanca d’1
m x 1 m dividida en quadres de 20 x
20 cm mitjangant linies negres,
tancada per quatre parets de 50 cm
d’altura i il-luminada amb una Ilum de
100 W col-locada a 70 cm del terra.
(fig.37 ). Per a cada rata, es mesurava

durant 5 minuts el nombre de quadres

que creuaven amb les 4 potes i el

Fig.37 Camp obert per avaluar activitat de les rates.

nombre d’aixecaments que feien sobre les
dues potes (Llorens et al., 1993b). Per als
ratolins, el métode va ser el mateix pero
el camp obert mesurava 50 x 50 cm, la
superficie estava dividida en quadres de
10 cm de costat i la llum era vermella de
40W.

a.4.4 Analisi del patré de la

marxa

L'avaluacio del patréo de la marxa de les
rates es va fer segons la descripcido de
Parker i Clark (1990). Després de tenyir
les potes del davant i del darrera de les

rates amb dos colors diferents (negre i

vermell respectivament), es fa caminar

I'animal sobre un paper col-locat en una

passera de fusta elevada, per obtenir aixi Fig. 38 A Procés d’obtencié d’empremtes de rata

.. . dalt d'una passarel-la empaperada. B Mesures de
les empremtes de I'animal (fig. 38). Sobre )
la llargada i de I'amplada de pas d’empremtes de

aquest paper, es poden mesurar la | aa.

llargada i l'amplada de pas. Aquests
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parametres sén sensibles a la neurotoxicitat del trans-crotononitril (Seoane et al.,
2005).

a.4.5 Escala vertical

A les rates, se’ls va avaluar la capacitat d’aguantar-se

durant 120 segons en posicid vertical enfilades dalt

—_— =
EE——— o

—— d'una escala (barres 3 mm de gruix i 18 mm entre
barres). Aquesta es va col-locar verticalment dins un
tub acrilic sobre un aparell de placa calenta (Model-
DS37, Ugo Basile, Comerio; VA, Italia) i cobert amb

§

_J_L'l. 1
e o } . P , P .
- = ‘_.9- una tapa per evitar que I'animal s’escapés (fig. 39).
f (; ‘—h La temperatura de la placa era de 56°C. Dies abans
To— de l'experiment les rates van estar sotmeses a un
‘.__ P

Fig. 39 Escala vertical per a rates, entrenament on s’anava incrementant el temps en

qgue l'animal havia d’aguantar-se dalt de l'escala fins
a aconseguir que tots ells aguantessin 90 segons perfectament. Concretament es van
fer dos entrenaments per dia durant 4 dies amb una seqliéncia creixent de 20, 40, 60,
90, 90, 90 i 90 segons. En els dies de test, es deixava sortir les rates per dalt de
I’'escala després d’aguantar 120 segons o bé després del tercer intent fallit en el procés
d’aconseguir aquesta marca. Els resultats obtinguts en el test van ser o bé els 120
segons aguantats en el primer intent o bé la mitjana dels temps aguantats en el primer

i segon intents (si en el segon intent aguanta 120 segons es fa la mitjana igualment).

A.5 Téecniques histologiques

En el cas de les rates, per a la identificacié de neurones en degeneracié a I'SNC, els
animals van ser anestesiats amb hidrat cloral i perfosos amb paraformaldehid al 4% en
tampo fosfat 0.1M. Posteriorment es va extreure el cervell sencer i dos segments de
medul-la espinal (cervical i lumbar) i es van deixar submergits a la mateixa solucié de
fixador de 12h a 7 dies a 4°C. Utilitzant un microtom de fulla vibrant (Leica VT
1000M), es van fer seccions de 50 um, i un de cada tres talls va ser tenyit amb Fluoro-
Jade B, un colorant especific per a neurones en degeneracio (Schumed i Hopkins, 2000

a,b). Les neurones en degeneracié van ser identificades comparant els talls tenyits

181



Pere Boadas-Vaello, Dept. Ciencies Fisiologiques II, Universitat de Barcelona Material i Metodes

amb Fluoro-Jade B amb les fotografies de talls de cervell normal de I'atles de Paxinos i
Watson, (1999).

Per tal d'avaluar la possible patologia a l'orella interna de les rates administrades amb
hexadienenitril, i dels ratolins administrats amb cis-crotononitril i al-lilnitril, es van
examinar preparacions dels epitelis vestibular i auditiu mitjancant microscopia
electronica de rastreig (SEM), tal com s’havia fet anteriorment amb I'IDPN (Llorens et
al., 1993b; Llorens i Rodriguez-Farré, 1997; Seoane et al., 2001), I'al-lilnitril (Balbuena
i Llorens, 2001), i el cis- i tans-crotononitril (Balbuena i Llorens, 2003). Els animals
van ser perfosos amb glutaraldehid al 2.5% en tampd cacodilat 0.1M (pH 7.2).
Després de la perfusio es va fer la disseccid dels epitelis mantenint-los sempre
submergits en el mateix fixador i posteriorment es van deixar fixant-se 1.5 hores més.
La disseccid incloia tots els receptors vestibulars, tota la part apical de I’6rgan de Corti
i fragments de les parts medial i basal d’aquest Ultim. Les mostres van ser processades
per a la seva observacido per SEM i observades al microscopi LICA 360 SEM amb un

voltatge d’acceleracié d’entre 7 i 15 kv.

a.5.1 Fluoro-Jade B

El protocol seguit per a aquesta tincid va ser el segient:

1. Muntatge dels talls de 50 um en portaobjectes gelatinitzats amb aigua

destil-lada

2. Assecatge a I'estufa a 50°C durant 20 min (comprovar que estan secs)
3. Bany en etanol 100% (3min)

4. Bany en etanol 70% (1min)

5. Bany en aigua destil-lada (1min)

6. Bany en solucié permanganat de potassi 0.06% (10 min d’agitacié suau)
- 150 mg de permanganat de potassi

- 250 ml d’aigua destil-lada.

7. Bany en aigua destil-lada (1 min )
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8. Bany en solucié Fluoro-Jade (40 min d’agitacié suau en fred i protegida de la
llum)
Fluoro-Jade 0.003% (agitacié suau i protegida de la llum)
- 24 ml Solucié Mare (Fluoro-Jade 0.01%)

- 56 ml 0.1% acid acétic en aigua destil-lada

Fluoro-Jade 0.01%, estable 2 mesos a 4°C i protegit de la llum
- 10 mg Fluoro-Jade (sec i protegit de llum)

- 100 ml d’aigua destil-lada
9. Rentats amb aigua destil-lada (3 x 1min)
10. Assecatge rapid (assecador)
11. Bany de xilol

12. Muntatge de mostres amb DPX (Segellar el cobreobjectes amb pintaungles

transparent)

a.5.2.- Preparacié de mostres per SEM

El protocol seguit va ser el seglent:

1. Postfixacid, després de la disseccio, de les mostres lliures de membrana

(Immersid durant 1.5h en el mateix fixador de perfusid i disseccid)
2. Rentats amb tampd cacodilat sense glutaraldehid (2 x 5 min)

4. Fixaciéo amb tetroxid d’osmi en tampd cacodilat al 1% (1 hora.)
5. Rentats amb tampé cacodilat sense glutaraldehid (2 x 5 min)

6. Bany en etanol 700 fins I’endema.

7. Deshidratacié (les mostres s’encapsulen en una membrana porosa que
permet el pas de liquids al seu interior)

- alcohol 96° ( 2 x 30 min)

- alcohol 100° ( 3 x 30 min)

8. Assecatge a punt critic i recobriment amb or (als serveis cientificotécnics de

la Universitat de Barcelona)

9. Observacié al microscopi electronic de rastreig
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A.6.- Analisis quimicoanalitiques

Per a la determinacié simultania de cianur i nitrils en sang, s’utilitza la tecnica
I'optimitzacié de la qual es descriu detalladament al capitol 3 de I'apartat de resultats
d’aquest treball de tesi. Explicat resumidament, s’extreien 600 ul de sang per puncio
intracardiaca, es recollia en un vial de 4 ml que contenia 400 ul de tampo acetic/acetat
0.1M (pH= 4.3) fred i s'emmagatzemava a -24°C. A les mostres s’hi afegia acetonitril
com a estandard intern (1.8 ng), HCl 25% (5 ul) per acidificar-les i s’analitzaven
mitjancant la técnica SPME GC-NPD (Solid Phase Microextraction Gas Chromatography
- Nitrogen Phosphor Detector), utilitzant una fibra de carboxé- polidimetilsiloxa 0,75
um (Supelco, Bellefonte, PA, USA) i una columna cromatografica J&W Gs-GasPRO (60
m x 0.32 mm ID) (Folsom, CA, USA). L'extracci6 de molécules volatils mitjangant
SPME es feu durant 35 min a 37°C en agitacid constant i passat aquest temps
s’injectava la fibra a I'aparell cromatografic MFC 500 (de Carlo Erba, Mila, Italia). La
temperatura de l'injector i el detector de |'aparell de cromatografia de gasos era de
2600°C i la temperatura del forn fou programada amb la segliient rampa: 130°C (1 min)
augment de 2°C per minut fins a 150°C (0 min), i finalment 8°C per minut fins a
260°C (15 min).

A.7.- Analisis estadistiques

Els resultats del test d’escala vertical van ser analitzats mitjancant I’'analisi de variancia
de Kruskal-Wallis, fent comparacions per parelles amb el test d'U de Mann-Whitney.
Els altres resultats corresponents a la primera part de la tesi van ser analitzats o bé
amb un test d’ANOVA d’un factor o bé amb un test MANOVA de mesures repetides. Per

fer les analisis post-hoc es van usar contrasts ortogonals seguits del test de Duncan.

El percentatge de mortalitat de ratolins va ser analitzat mitjancant taules de
contingencia. Les dades de supervivencia van ser analitzades mitjancant I'analisi de
Kaplan-Meier, amb comparacions en parelles mitjancant l'estadistic de Breslow. Els
resultats de comportament de ratolins van ser analitzats amb un test de MANOVA de
mesures repetides. Per fer les analisis post-hoc es van usar contrasts ortogonals
seguits del test de Duncan. Per als resultats de la sang, s’utilitza una ANOVA d’un

factor.
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Per a tots aquests estudis estadistics es va utilitzar el paquet de programes SPSS

12.0.1 per Windows. El nivell de significacio o es va situar a p<0.05.

Pel que fa als resultats obtinguts en I'optimitzacié de 'SPME GC-NPD, aquests van ser
analitzats estadisticament amb un model de regressié polinominal utilitzant el
programa SPSS 13.0. Per a l'obtencié de les grafiques de superficie dels analits

s’utilitza el programa Matlab 7.0.
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Abreviacions

3AP: 3-acetilpiridina

ABT: 1-aminobenzatriazol

ALN: al-lilnitril

AME: atrofia muscular espinal

ATC: acid aminotiazolincarboxilic
BAPN: p-aminopropionitril

Beta-n: nucli g de I'oliva inferior

CC: cel-lula ciliada

cDAO: part caudal del nucli accessori medial
de l'oliva inferior

cel.: cél-lula

CEO: oxid cianoetilé

cis-CN: cis-crotononitril

cMAO: part caudal del nucli accessori dorsal
de l'oliva inferior

CYP2E1: citocrom P4502E1

DAS: dial-lilsulfur

DMAA: dimetilaminoacetonitril
DMABN: dimetilaminobutironitril
DMAPN: dimetilaminopropionitril
DMM: meat medial dorsal

DRG: gangli de I'arrel dorsal

ECC.: excitation with choreiform and circling
movements

ELA: esclerosi lateral amiotrofica

FI: filaments intermedis

FMA: flavin monooxigenasa

GC-NPD: cromatografia de gasos amb
detector nitrogen-fosfor

GFAP: proteina acidica fibril-lar de

la glia

GLC: capa de cel-lules ganglionars de la

retina
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GSH: glutatid

GST: glutatid transferasa

HDN: 2,4-hexadienenitril

HO-IDPN: N-hidroxi-3,3’-minodipropionitril
IDPN: 3,3-iminodipropionitril

MAO: monoamina oxidasa

mEH: epoxid hidrolasa microsomal
MMAPN: monometilaminopropionitril

MT: microtubuls

NF: neurofilaments

NFH: subunitat pesada dels neurofilaments
NFL: subunitat lleugera dels neurofilaments
NFM: subunitat mitjana dels neurofilaments
OI: oliva inferior

PO: nucli oliva principal de I'oliva inferior
Ratoli CYP2E1™/-: ratoli knock-out pel
CYP2E1

Ratoli mEH™/-: ratoli knock-out per I’'mEH
rDAO: part rostral del nucli accessori dorsal
de I'oliva inferior

rMAO: part rostral del nucli accessori medial
de l'oliva inferior

SEM: microscopia electronica de rastreig
SNC: sistema nervids central

SNP: sistema nervids periferic

SPME: solid phase microextration

TAN: neuropatia ataxica tropical

TMAPN: trimetilaminobutironitril
trans-CN: trans-crotononitril

VG: gangli vestibular

B-ODAP: 3-N-oxalyl-L-2,3-diaminopropanoic

Abreviacions



