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Efecto de la 3-acetilpiridina
sobre el sistema nervioso central’

ALFREDO FERIA-VELASCOL Y
GUADALUPE TAPIA-ARIZMENDEY

Se reallzé un estudio sistematizado de los cambios ultraestructurales de lesiones de Ia oliva bulbar, obtenidas
en ratas inyectadas con 3-acetilpiridina (3-AP) (60mg./Kg.) por via intrapcritoneal y sacrificadas G, 2, 4 y 6
horas después de la inyeccion.

Se encontré particular selectividad de las neuronas del nicleo olivar inferior, con alteraciones celulares progre-
sivas. Estas consistieron en distensién de las cisternas de reticulo endoplismiico, hinchamiento de mitocondrias,
vacuolacién citoplismica, aparicidn de espacios claros citoplismicos conflucntes y destruccidn de las neurenas,

caon retraccién de las mismas.

Ciertas carencias vitaminicas dan lugar, entre otras
manifestaciones, a trastornos neurolégicos.’? Esto
plantea la necesidad de conocer, con mds detalle, la
participacién de las vitaminas y sus derivados en cl
funcionamiento normal del sistema nervioso, asi
como la naturaleza y mecanismos de produccion de
las alteraciones neuroldgicas en diferentes tipos de
carencias vitaminicas,

Algunos de los cuadros neurolégicos producidos
por hipovitaminosis, pueden scr reproducidos por la
administracién de los antimetabolitos de las vitami-
nas correspondientes.*” A su vez, agucllos cuadros

* Trabajo de ingreso del doctor Feria Velasco a la Aca-
demia Nacional de Medicina, presentado en la sesion
ordinaria dei 13 de septiembre de 1978

1 Académico numerario.

1 Divisién de Biologia del Desarrollo. Unidad de Investiga.
cién Biomédica de Occidente. Instituto Mexicano dal
Sequro Social. Guadalajara,

Vol. 115 No. 10 Octubre 1979

pueden ser prevenidos mediante la administracion de
esas vitaminas antes de la administracion de los far-
macos antagonistas, como se ha visto claramente en
¢l caso de la nicotinamida (niacina) v sus antineta-
bolitos.* #

Entre los antimetabolitos de la nicotimamida mas
empleados, s¢ encuentran la 3-acetil-piridina {3-AP},
la 6-amino nicotinamida, ¢l acido piridin-3-sulfonico,
la 6-cloro nicotinamida, la isoniazida y la tionicotina-
mida. La admiustracion de estas substancias da lugar
a la aparicién de manifestaciones ncuroldgicas, cn
difesentes esferas. Listo posiblemente depende de la
naturaleza quimica de los compuestos. Asi, uno
de los antimetabolitos mas empleados por la pureza
de sus manifestaciones v selectividad en la altera-
cién de la coordinacién de la marcha cs la 3-AP %10

El tiempo de aparicion de la respuesta a la adini-
nistracién de 3-AP v la gravedad de aquelia dependen
fundamentalmente de Ja dosis cmpleada. Cuando el
farmaco se¢ administra a dosis bajas, ¢l periodo de
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latencia ¢s prolongado v las manifestaciones neuro-
logicas son minimas; en cambio, a dosis mavores, los
periodos de latencia son relativamente cortos v la
sintomatologia neuroldgica es aguda ¢ importante,
tanto que pucde causar la mucrte a los animales.?

Las altcraciones estructurales producidas por 3-AP
en ¢l sistema nervioso son todavia motivo de contro-
versia, Sc han descrito focos de lisis celular en dife-
rentes dreas del sistema nervicse, como hipotalamo,
hipocampo, bulbo raquideo, substancia nigra, nicleo
rojo, amigdala cercbral, médula espinal, ganglios es-
pinales, ganglios simpaticos v médula  suprarre-
nal .+ 8%

' an estudio mas conereto, Deselin v Lscubi,!*
al inyectar 65 mg./Kg. de 3-AP a ratas, produjeron
destruccion selectiva de las neuronas de la oliva bul-
bar, sin reaceién glial. Fstas lesiones fucron estudia-
das mediante microscopia dptica en tejidos incluidos
en parafina o cortados por congelacion v sometidos a
impregnacion metalica. La argirofilia que presentaron
las nearonas fucron interpretadas come degencracién
de las mismas. Sin cinbargo, atn cxisten discrepancias
en cuanto a la localizacion precisa de las lesiones
producidas por los antagonistas de Ta nicotinamida.
ln otra investigacion realizada con microscopio elec
trdnico, se describen cambios degencrativos de las
fibras trepadoras en la capa molecular de la corteza
cerebelosa de ratas tratadas por tiempo prolangado
con 3-AP, sin mencionar lesiones en la oliva bulbar.!?

Iisto plantea la nceesidad de realizar cstudios es-
tructurales con metodologia que permita hacer un
andlisis mas preciso del tipo v naturaleza de las le-
siones dec los diferentes clementos del sistcma ner-
vioso central, causadas por administracién de 3-AP,
para tratar de entender los posibles mecanismos dc
produccion de las mismas. Con tal propdsito, en el
presente trabajo se recurnd a téenicas de microscopia
Optica, en material incluide tanto en parafina como
cn resinas epoxy, v a procedimientos de microscopia
clectronica de transmision.

Material y métodos

Se emplearon ratas blancas cepa Wistar, de 250 a
300 g. de peso, divididas en cuatro grupos de seis
animales cada uno. E] 3-AP, diluide cn solucién sa-
lina fisiolégica, se inyecté por via intraperitoneal, a
razon de 60 mg./Kg. de peso. Los animales se sacri-
ficarou U, 2, 4 v 6 horas después de la inveccion del
farmaco. Kl grupo testigo estuvo constituido por
cuatro ratas, a las que se inyectaron 0.5 ml. de solu-
cron sahna fisioldgica por via intraperitoneal v que
se sacrificaron scis horas después de la inyeccion.

Al momento del sacrificio, bajo anestesia general,
s¢ perfundieron todos los animales por via de la aorta
abdominal con glutaraldehido al 1.5% en Ringer-
agua, de acuerdo con ¢l métode de Feria y Karnovs-
ky." Il encéfalo se extrajo previa craneotomia y se
tomaron cortes del bulbo raquideo, los cuales se tra-
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Fig. 1. Micrografia electronica de neurconas de
oliva bulbar de rata testigo. No se observan al-
teraciones en sus elementos. N:=ndclec. Citrato
de plomo y acetato de uranilo. 6, 250 X.

taron convencionalmente para ser incluidos en Epon
812, cortados y cxaminades en ¢l microscopio clee-
tronico.

Resultados
Manifcstaciones clinicas. Ko las primeras 2.5 horas,
los animales no presentaron cambios conductuales.
A partir de este momento empezaron a mostrar dis-
minucion del tono muscunlar y de 3 a 3.5 horas des-
pues de la inyeccidon de 3-AP, ataxia progresiva.
Estudio estructural. En los cortes de bulbo raquideo
realizados a nivel de la oliva bulbar de los animales
testigo v en los experintentales inmediatamente des-
pucs de la inveccion de 3-AP, las células nerviosas
tenian  caracteristicas  ultracstructurales  normales
(fig. 1). In las muestras de oliva bulbar correspon-
dientes a los animales sacrificados dos horas después
de la admimstracion de 3-AP, las neuronas mostraban
pocos cambios cstructurales, comparadas con las de
los animales testigo. Istos consistieron principalmen-
te cn aumento cn la cantidad de cuerpos densos
esféricos u ovoides ¢n el citoplasma (fig. 2); algunos
de cllos mostraron formaciones estéricas homogéneas
ligeramente electrodensas limitadas por una membra-
na, En algunas célnlas nerviosas, las mitocondrias ex-
hibian discreto grade de hinchamiento v la matriz
citoplasmica era de aspecto transtacido, No sc ob-
scrvaron anormalidades en los clementos del neuro-
pilo, a excepeion de ligera dislaceracion de las Jami-
nas de miclina cn algunas fibras mielinicas y ligera
vacuolacion en algunas prolongaciones dendriticas.
Cuatro horas después de la administracién de
3.AP, los cambics ultracstructurales en las células
nerviosas de la oliva bulbar fueron mds evidentes, Sc
identificaron numecrosos cuerpos electrodensos en el
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Fig. 2. Microgratfia electrénica de oliva bulbar de
rata, dos horas después de la administracién de
3-AP. Se observa parte de una neurona en cuyo
citoplasma se identifican cuerpos residuales
(CR), distensién moderada de cisternas del apa-
rato de Golgi {G} y microtdbulos (flechas). Se
identifica parte de un capilar sanguineo (CS),
el cual no presenta alteraciones submicrosco-
picas. Citrato de plomo y acetato de uranilo.
15, 650 X.

citoplasma; casi todos median de 1 a 3 micras pero
algunos de ellos hasta 10 ¢ 12 micras de didmetro
mayor. Se cbservé moderada distensién de las cister-
nas del aparato de Golgi y numerosas mitocondrias
mestraron grados variables de hinchamiento. [.a ma-
triz citopldsmica era lcida al haz de los electrones,
principalmente cn la region periférica de las células,
con algunos espacios vacios que tendian a confluir
(figs. 3 v 4).

En algunas ncuronas se apreciaron vacuolas claras
limitadas por una membrana. Varias ncuronas cxhi-
bian irregularidad en ¢l ndcleo, por Ja presencia de
invaginaciones dc la enveltura nuclear. Algunas cclu-
las nerviosas se observaron mds lesionadas, con rptu-
ra de la membrana v retraccion parcial de la célula.
n ¢l neuropilo, las alteraciones en las tibras
miclinicas v en las prolongaciones dendriticas fucron
wids graves (fig. 4).

Iin los animales sacrificados scis horas despuds de
la admmistracion de 3-AP, la mayoria de las ncuronas
de la oliva bulbar presentaron cambios cstructurales
graves, que fundamentalmente consistieron en des-
traccion de las células con retraceidn de las mismas,
lo cual determinaba la presencia de un cspacio claro
amplio ¢n ¢l lugar que originalmente ocupaban Ias
neuronas (fig. 5> y 6). La zona limitante con el resto
de los elementos del nevropilo mostraba algunas
estructuras remanentes de la porcién mas periférica
dc las neuronas y en algunos sitios, esto estaba redu-
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Fig. 3. Micrografia electrénica de oliva bulbar de
rata, cuatro horas después de la administracién
de 3-AP. Se observan invaginacién de la cister-
na perinuclear (flecha) y numerosos espacios
ciaros citoplasmicos limitados por membrana
(asteriscos). Se identifican cambios degenera-
tivos en algunas fibras mielinicas (M). Citrato de
plomo y acetato de uranilo. 7,800 .

cido a escasos restos de clementos citoplasmicos (fig.
6). En las c¢lulas en que, a pesar de estar destruidas,
cra posible identificar ¢l nucleo, sc observa la inva-
ginacion de la cavoltura nuclear mencionada en los
experimentos dc cuatro horas.

Fig. 4. Micrografia electronica de parte de una
neurona de oliva bulbar, cuatro horas después
de la administracién de 3-AP. Se aprecian dis-
torsion de sus elementos citoplasmicos, espa-
cios claros confluentes en el citoplasma {aste-
riscos) y vacuolas irregulares (v). CO=célula
de oligodendroglia, Citrato de plomo y acetato
de uranilo. 7, 800 .
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Fig. 5. Micrografia electrénica de oliva bulbar
de rata, seis horas después de la administracion
del farmaco. Se observan restos celulares en el
espacio (E} que ocupaba la neurona. Algunos
de estos restos (flechas} aparecen fijos a los
elementos del neuropilo. Se aprecian cambios
degenerativos en fibras mielinicas del neuropilo.
Citrato de plomo y acetato de uranilo. 7,800 .

Fig. 6. Micrografia electrénica de oliva bulbar
de rata, seis horas después de la administracidn
de 3-AP. Se observa una parte del citoplasma de
una neurona destruida y retraida, en que se
identifican espacios vacuolares confluentes (v).
Flechas-—restos celulares fijos a los elementos
del neuropilo. Citrato de plomo y acetate de
uranifo. 7, 800 .
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En las escasas neuronas no tan gravemente lesiona-
das, a pesar de estar parcialmente destruidas y retrai-
das, se pudo observar el aspecto locular confluente
en la matriz citoplasmica, que se describié en los
cortes estudiados dos y cuatro horas después de la
administracién de 3-AP. Los organelos citoplasmicos
presentaban grados variables de destruceion, despla-
zamiento y compresion. Los cambios degenerativos
en las fibras mielinicas y en las prolongaciones den-
driticas del ncuropilo fucron mds graves que los en-
contrados cuatro horas después de la administracién
de 3-AP.

Comentarios

La importancia primordial de los estudios realiza-
dos en el presente trabajo se refiere al enfoque estruc-
tural, con mctodologia reciente, de un medelo de
lesion neuronal selectiva por la administracion de
un antimetabolito de la niacina. No obstante que
en todos los trabajos en que se ha cmpleado 3-AP
se hace mencién de ios efectos conductuales o neu-
rologicos del antimetabolito, en algunos de ellos se
da mayor importancia al enfoque bioguimico de los
efectos!*1® y en otros, se centra el estudio alrededor
de los hallazgos estructurales 45,30

En estos altimos trabajos llama la atencidn, que si
bien las lesiones se hallan localizadas principalmente
en €l complejo olivar inferior, también se les encuen-
tra en otras dreas dcl sistema nervioso central. Se han
estudiado los cambios morfologicos en las neuronas
de oliva bulbar y las lesiones degenerativas en las
fibras olivo-cerebelosas y los botones sindpticos sobre
células de Purkinje, con impregnaciones argénticas y
en matcrial incluido en parafina. A pesar de que la
descripcion de las lesiones es muy detallada, los au-
tores no tratan de establecer los mecanismos de pro-
duccidn de las mismas, por la limitacién propia dc la
naturaleza de la mctodologia utilizada.’

Resulta interesante conocer que la 3-AP lesiona
en forma selectiva las neuronas de la oliva bulbar.
Con la dosis empleada vy las demds condiciones ex-
perimentales quc prevalecieron en el presente estu-
dio, no se cncontraron alteraciones estructurales en
las otras areas del sistema nervioso central que se
examinaromn.

Se explica que cxista ataxia como principal altera-
cion neuroldgica, ya que en la via sinergista o extra-
piramidal principal para la regulacion de los movi-
mientos voluntarios y la marcha, la mayor parte de
las fibras descendentes de la corteza cercbral hacen
su primera sinapsis ¢n el nacleo olivar inferior; los
cilindroejes de estas neuronas se proyectan al hemis-
ferio contralateral dc cerebelo, para hacer sinapsis
con las células de Purkinje.!™'% Al estar destruidas
las ncuronas del nicleo olivar inferior, la via motora
voluntaria queda practicamente sin la regulacidon que
le proporciona la via sinergista. Esto encuentra apo-
yo en datos obtenidos en lesiones por corte del sis-
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Fig. 7. Esquema que muestra el posible mecanismo de la entrada indiscriminada de agua vy
electrolitos a 1a célula en base a la formacién propuesta de analogos de NAD a partir de 3-AP.

tema olivo-cerebeloso ¢n gatos,*™* o con ¢l empleo (NADP}, importantes cofactores involucrados cn
de 1a harmalina para producir temblor en ratas.™ diversas rcacciones de oxidorreduccion.
El cfecto de la harmalina parece ser mediado por De las observaciones cstructurales realizadas en cl
cstimulacion de las fibras trepadoras que provienen presente trabajo se puede concluir que la adminis-
de las neuronas del complejo olivar inferior, en cuyas tracion de 3-AP determina entrada indiscriminada de
sinapsis sobre células de Purkinje sc encuentra apa- liquido y material intercelular al interior de las
rentemente involucrado el guanidin-monofosfato células nerviosas y al interior de los organelos de €s-
(GMP) ciclico, como “segundo mensajero” en la tas, como mitocondrias y cisternas del reticulo endo-
region postsindptica.' plasmico. Este proceso fue progresivo; en €l estudio
La administracion de 3-AP, al destrnir las neuronas secuencial del material examinado con el microscopio
del ntcleo olivar inferior con la resultante degenera- electrénico, se pudieron observar sus diferentes fases,
cién de las fibras trepadoras, previene la aparicion del desde 1a aparicion de pequefias vacuolas que fueron
temblor inducido por harmalina, asi como la eleva- progresivamente mayores y confluentes, hasta el
cién de 1a concentracion de GMP ciclico en la cor- estallamiento de las células con retraccién de las
teza ccrcbelosa, en ¢sas condiciones experimenta- mismas. Es posible que la 3-AP haya determinado la
les 142122 formacién de andlogos de NAD y NADP, como ha
No se conoce, hasta el momento actual, la razén sido sugerido por algunos autores’® y que éstos and-
de la selectividad de la lesion de las neuronas de logos hubiesen interferido con la produccion de ener-
oliva bulbar por 3-AP. Solamente cabria plantear la gia, ya que son capaces de reducirse, mas no de ceder
hipétesis de que esas neuronas tuviesen mayor vulne- los electrones a los elementos de la cadena respirato-
rabilidad a la disminucién de los metabolitos deriva- ria (fig. 7). Esta disminucién en la produccién de
dos de la nicotinamida, que ¢ resto de las ncuronas encrgia, reduce la semipermeabilidad selectiva de la
del sistera nervioso central. Entre estos metabolitos membrana al agna v a los electrdlitos, lo cual explica
s¢ hallan las coenzimas nicotin-adenin-dinucleo- el hinchamiento de las mitocondrias y de las cister-
tido (NAD) y nicotin-adenin-dinncledtido-fostato nas del reticulo endoplasmico y la aparicién de lagu-
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Fig. 8. Representaci6bn esquemética de la hipdtesis planteada en el presente trabajo para
explicar la secuencia de cambios estructurales que lleva a la destruccién y retraccién de las
neuronas del nicleo olivar inferior por la administracién sistémica de 3-AP.

nas confluentes y vacuolas en el citoplasma de las
neuronas, con €l consecuente aumento de volumen
de las células. En grados mds avanzados del fenéme-
no, se rompe la membrana plasmdtica, se destruye
la célula y se retrae, lo cual deja un espacio claro,
como se observd en el material examinado cuatro y
principalmente seis horas después de la administra-
cién del antimetabolito (fig. 8).
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trol estricto de la dosis por kilogramo de peso v del
tiempo de administracion de no fdrmace que propor-
ciona datos precisos cou los grupos testige adecuados
del daito neuromal que ocarre o diterentes tiempos.,

Destaca cn forma importante, en este modelo, la in-
troduccidn del método de fijacion por perfusion al tr-
vés de Ta aorta. Lsto ascgura una excelente preservacion
del tejido cerebral como se advierte en las cleetromi-
crografias que presenta ¢l autor. Con este ultimo méto-
do ¢l autor revela una gran experiencia, resultado de
estudios v experimentos redhzados durante suestanci
en ln Universidad de Flarvaed, con ¢l doctor Mot
Karuovsky.

Coun esta téenica no se presentan los artificios que
¢l ohservador habitualmente nota durante la fijacion
por inmersion de tejido cerebral ¥ a los que en forma
uatural va s¢ habia acostumbrado. Queda bastante chiro
que para ¢l estudio de cualquier lesion del sistema ner-
vioso central producida en ¢l animal expernnental, debe
utilizarse de preferencia ¢ método de fijacién por per-
fusion.

I\l estudio sistematizado e microscopia dptica en
material incluido en resinas de un modelo experimentad
previamente establecido por otros autores, permitio- ha-
cer las observaciones con mejor resolucion.

El estudio con el microscopio electrénico  penmitid
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conocer los cambios estructurales finos del conjunto de
cambios que ongmaron la lesién de las neuronas del
complejo olivar mferior, para poder establecer una hi-
potesis sobre los mecanismos de produccion de estos
dafios.

En las condiciones experimentales empleadas en el
presente trabajo, sc encentro una cnorme selectividad
del dafio de las neuronas del nicleo alivar inferior,
causado por la administracién de 3-acctilpiridina. Sin
embargo, ¢s de sefialar que en el hombre, las alteraciones
neuronales de la pelagra ecurren también en otros gru-
pos neuronales; de heche se presentan principalmente
¢n las céhulas gigantes piramidales de Betz de la cortera
motora; en los niicleos del puente, en el nucleo dorsal
del vago, en el nicleo ambiguo, en el niclco deb tri-
gémino, en los micleos oculomotores ¥ aun en neuronas
de las astas anteriores de la médula espinal. Fsto puede
deberse a que en la rata ocurre un bloqueo total de la
nicotinamida por la dosis inica de 3-acetilpiridiva, tra-
tandose de un experimento rclativamente agudo reali-
zado en pocas horas. En ¢l humano, la avitaminosis que
conduce a cambios semejantes, tiene una duracién has-
ta de varios afios.

Este trabajo cxperimental representa muchas ventajas
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en neurcbiologia, ya que contar con un modele de esta
naturaleza permite rcalizar estudios miés detallados de
ciertas vias o sistemas neuroldgicos, tanto cn lo que sc
refiere a su trayecto como a la naturaleza de los neuro-
transmisores mvolucrades en las mismas.

Fs necesario continuar ¢l estudio de este modelo
desde diferentes puntos de vista, ya que en la investi-
gacidn de otros agentes farmacologicos causantes de
lesion selectiva de grupos neuronales especificos, se
contaria con disefios de investigacion mis puros que los
que se poseen ahora con la transeccién de vias netvio-
sas 0 la destruccién cleetrolitica de nicleos particulares.

Siempre ¢s agradable escuchar en el seno de esta Aca-
demia trabajos como el presente, que pone de manifiesto
¢l espintn inquisitivo v 1a curiosidad de un investigador
cn la elaberacién de un trabajo experimental. Lo poco
comin que son estas caracteristicas, constituye la mads
seria limitacion para gue nuestro pais contribuva ¢n
forma importante a la investigacion cientifica mundial.

A nombre de la Academnia Nacional de Medicina, ten-
go ¢l honor de brindar al doctor Fena Velasco la mas
cordial bienvenida. Al mismo tiempo hago votos porque
su fructifera labor se desarrolle en 1gual ferma en ¢l seno
de nuestra agrupacion.

ALFREDQ FERIA-VELASCO Y COL.




