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RESUMEN 

La neurodegeneración observada en varios tipos de enfermedades 

neurodegenerativas, como la esclerosis lateral amiotrófica, han sido 

relacionada con un incremento en la neurotransmisión glutamatérglca. Sin 
,- - )• ,-~- ·, ... ' .·: ;, , ; ' - ' .. -· - '. ·- . - -,. 

embargo, vario.s experiment9sin \lfvó Hfu1°dem'?sfrgdo qúeun alimento en 

los··nivelés,extracelulares;de"'g1Útcimdt~~~o~n'ece~6ria~¿n't~-induce·daño ·· 
-·'· -- . : ;. -' . --: .. º-- .·-' > -.: '. / - '-"<·'".-·, '~-: . . : '.-~-~ -- .¡\'.-<.: -,._;_:;_.'.-"_:_- _ ;.:;.' -: i·: .-<º' ·:' :_,._: __ ·~;,._ > -~-'.:--':- .-.-~::;;;-. :~-,...',:_::. _!_ .• ·: ·,,· ~-'-::~_: _.; ... __ .. ,'._, - -- ..:.-_-

neuronal. Él. obJeti\19~'de.~~(a;f~s¡5:~s_·~~úU~i~fsi'(§')(¡5JE3~Ún'c:( ~-orré1óéión ehtre 

el incremento. en.la C:ond~:ntr6Ci6ri<e~ttc:i~e1Li1Ór}d~b1'uttirn¿toyel dañO a 
•' ) './ • :,:';,,•'_ ;, :: • .' .. '-'..., • •,. • • • •, /'•'• ;· '· ," -, ;e,~··. e •','>'-'' ' • -~ • - ·:·,:;. "' •: O ' ' ' -' ' • ' 

las motoneuronas en la méciüla:~espinal '86 íáTrcl'ta ·¡r, vivo,. así como . -. - - . ·-. ; -- -, .. - ' ~ ,_-;- . ·, -·.. . '"-'" '·"' '. - ,, .. ·-,; , .. -- ; -.·". . . -. ' 

comparar la vulnerabilidacf ~e.Flas ·rn9t8nevronas espinales' a la 

sobreactivación ... qe¿1~tr~c#·~~~rt:i~1 ~]: ~1~fq~pt~'. 8oi ·distintos.· agonistas 

mediante 1a cómbiAc;iEión ci~nté~n)gc:é a~ ;:í;hicrodiálisis) ~n 1ci 'il1éciu1a 

espinal. histología E;in~;G,~6hfst9'qQífhi~d.~;L
1

S'2 r~sJ1tCldos· n:Jpstraron .qué·,el 
.'.,· ' ·~· . 

incremento en· la Cónceritraeion extrdcelular: de glyt(lrnat~ causddó ppr el 

inhibidor del trasportador, el ácido ·L-traris-2,4-pirf61idincHca~bbxí;ico<(PDC), 
no produce alteraciones motoras ni qc:ujO · .a '· iq"~ ~.~~t~l'l~'ur811as, 
probablemente porque el glutamato extraC:,81y1c:ird?:Ü~ulg~

1

c) :6
1

0.Úe~a a 
_ .. ,._ -.. ·,·.· 

activar sus receptores. , , 
; _"-~-·. _:_, 

. -:::..,::_-_ . .: ¡:._, 

Al utilizar drogas que aumentan la liberaci6rfde'g1utam{)tói 20rr\o Ja 4~ 

aminopiridina (4-AP), se observo.'.. uh ~8Órh~~tb '·trc:lílsitdrÍO' en la 
. -.·· :_:._: __ '_, ':·: . ;~'.'"'~·\' <-~.!.~-~-~-~,· - . .. -~-~"'· 

concentración extra celular de glutctihcifo ~:y dÚnquef e~tEi1 incri3mento se 

acompañó de alteraciones motoras .. · :rfidnifestd~~;.· ' por · fuertes 

contracciones de la pata ipsilateraL nó fUe 'sufidént~ :pdra causar 

neurodegeneración de las motoneurorías:~espin()les.1• ~st()~ sÜ~i*re que el 

glutamato liberado por la acción de)b ~4-Aft.Jurh~füc:ld~ ;~xsitabilidád de 

las motoneuronas, pero no lo sufidehtepp~a;plbdÜ:¿iftexcitÓtoxiciddd. 
La administración de N-metii:'D-Óspart~'.t¿'.~!NM~;;~·v'.ae}kdibat() nó pródujo 

alteraciones motoras ni dañO' b ·10s 'rii'ot8h~&6ricir É~to indica que la 

activación de los receptores tip~ ,NMoÁ y , ti~o 'kaináto no generan 



excitotoxicidad en las motoneuronas espinales, debido probablemente a 

que este tipo de recept()resc!:!? ~s9_n muy abundantes en las astas ventrales. 

En contraste, la administración de ácido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol~4-

propiónico (AMPA), produjo alteraciones motoras, parálisis y una severa 

pérdida de las motoneuronas en la médula espinal. Esto sugiere que las 

motoneuronas sí son altamente vulnerables a la excitotoxicidad ºpor la 

sobreactivación de los receptores AMPA, lo cual fue confirmado por el 

hallazgo de que el antagonista de los receptores AMPA, 2,3-dioxo-6-nitro-

1,2,3,4-tetrahidrobenzo [f] quinoxalina-7-sulfonamida sal disodio (NBQX), 

evitó totalmente los cambios conductuales, la parálisis y la 

neurodegeneración de las motoneuronas que produjo el AMPA. 

2 



ABSTRACT 

The neurodegeneration observed in various types of neurodegenerative 

diseases, as the amyotrophic lateral sclerosis, has been related with an 

increment in glutamatergic .•. · neurotransmission. Nevertheless, sorne 

experiments in vivo hove shown'that O~ ·increase in the extracellular leve Is 

of glutamate does not n~cdessdrilyd~duc~ neuronal damage, The aim of this 

thesis is to study th~ g~s~l:b1'~/§~r~~1citi~h between the incremenf i~ the 

extracellular conceriJratio,h,;()f:QllJtci~bteand the damage of the motor 

neurons in. the ·SpÍrl'CJ·r~ord Of .r~ts Ín VÍVO, OS Well as to compare .the 

vulnerability oLthe spinCJI rr1~tor~eGrons to the overactivation of glutamate 

receptor~by'diff~reht.agonists. For this purpose we.used micro~ialysis in the 

spinal ~C>rc:l,;_his}ology and inmunohistochemistry. fhe·re;sults. show that .an 
.. '.·· ., ··,· :·- " . •"' . '.;·.·,·.· . . . ·. 

incremedt•ir{th~· .. extracellular concentrationotgl~tafüote in<Jucéd bythe 

transporf~;r .•• inhibitor, : L-tra ns-pirrolidine~2,4~did(J·rbÓ~ylcÍtet (R[)tf:· ·cid~s. not 

produce mC>tor alterations neither damage fb th~-¡+,~f6r:neur6íi5;]Sa:>b,6b1y 
. ,. . :• ... - ' - . : -· ' - . . .. , " . ' ·-~· -·.:¡/' . '•' 

beca use the extracellular glutamate . cÍccÚmulat~d. doés dót\redch its 

receptors. Drugs that induce the release of glutamate, 'q~ 4~(lM¡ílb~yridine 
• ' ' • ' T' , O O ; 

(4-AP), induced a transitory irícrease in the extracellúlOr éon'c'éhtration of 

glutamate and motor alterótion!rn16nif~sted by strong contrdbi():ns 'of the 

ipsilateral leg. However no neurodegeneration of the spinal motOr neurons 

was observed, sugg~stin§;jhci·+~.therelease of glutamateby th.e.Clctiohof 

the 4-AP augmented the J)(6it~bility of the motor neurohs, butnot enough 

to produce excitotoxicity. The administration of N-metil~o~C:lspórtafe (NMDA) 

and kainate did not produce rhotor alterafiqn~ n.E3ifher dórnage to the 

motor neurons. This indicates thótthé 'NMb.Á/óf,kdl;~cif~ ti¡pe receptors ·do 
-~ - .·. - . --- ·. :_;;:. -.. -· . .. ' ·. 

not generate excitotoxicity in the spiné:il,;Af~t8r:hE3urons, probably because 
,,. ' ·. _.-· :.·: ~ .:··:::~;¡~:;. -{(~::'.· ;.·::;::<>~'.:·.:.:. -.'::. :' 

they are not abundant in thevéhtralborñs.,;lrii'contrast, the administration of 

a-amino-3-hidroxy-5-methyl-4-isoxazolS:~r6bibni~ acid (AMPA), produced 
·· .. ·. ·_-: .·/ : .. 

paralysis and a severe loss of the motor neurons in the spinal cord. This 

3 
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suggests that the motor neurons are highly vulnerable to the excitotoxicity 

produced by overactivation of AMPA receptors, which was confirmed by 

the finding that the antagonist of AMPA receptors, the 2,3-dioxo-6-nitro-

1,2,3.4-tetrah')"drobenzo [f] quinoxaline-7..:sulfonamide disodium salt (NBQX), 

totally prevente'.cJ th~· behaviorbI changes; the paralysis and the 
' ' 

neurodegeneration of. the.niotor neuróns produced by• AMPA. · · 

4 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
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sistema nervioso central 

superóxido dismutasa 1 
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l. INTRODUCCIÓN 

El glutamato ha sido considerado el principal mediador de las señales 

excitatorias en el sistema nervioso central (SNC) incluyendo la médula 

espinal desde la década de los sesenta, como quedó demostrado por 

Curtis y Watkins ( 1960). Sin embórgo no fÚe hast~: fin"cJles d~ id década 

siguiente .. que se ... reconosió .. ~campJL9rnente~~~ql)~~;eJ;,_gil.JJ9mato ... estó 

involucrado en muchos aspecfos de lo iúnbi66:2E3rebrélfntirrnól?homo la 
" . . . , . -·- - ,,,_ ' •:;,• .- . -;~ '. . . ,, .. - ·, .:.; \ ·- - . 

cognición. 'ª memoria. e1 aprendizaje, e1 d~~~fi-611ó.c:J€li's~c;":.1ci(iní~rd~ión 
:.,.., - ·' . ·,. - . >.,· - ., . . ' 

celular. la diferenciación y la muerte neuronal. . t. (_ ·~{ ~> · ·:: · •: 
En las sinapsis glutamatérgicas, el glut9IT1dt9 es lib~rad6 de 

terminales presinópticas cuando, al llegar un potencial de acción se 
·- . - . 

despolariza la membrana, lo que causa la.OSertura de canales de ca2+ 

sensibles al voltaje. La entrada de c.alcio ;desencadena la fusión de las 

vesículas sinópticas que almac~na8 ciL~1GtÓ~at6 en concentraciones ta.n 

altas como 100 mM, con 'ta rll~M-~rqh(:i presinóptica produciendo la 
; · •. i . '·-·;.·. :. ;,-' /') .. ·;.· .. · -:- .. -. ·- : .• 

liberación de estéarnirioaé:ido:.pór éxq(:itosis. 

Una vez en: el es~ÓciÓ si~'.óbtib.b l~s'.rnoléculas de glutamato difunden 
'· . ' . : - '•/ . - .: : ··» .. ;· '"· ;"_ -.;~;/~:- -~:~:-··:·· . - - .· . . ,. . --. - -

a Una distanciQ de·enfre.'.ÍÓ-4Ó;ntn hpsta't_Jnirsé a·SUS receptores espécíficÓs 
- • ·- -- • - - '- '•:. - 1 ·.-c:~ .·;•:'-. _; .. ,~-;;_,.,c'.'.'o'::··..:>, ·i:---·-. '.-."---- ;. ' - ;--'.:: 

localizados en la membrana pdst5,iri9p'fica.yactivarlos . 
. ·· .. ',, ' . , ' , 

Una vez que el glutarndto ci~fivci\'.ci.~l.J~ rec~ptores debe ser elirriinbdo 

del espacio sinóptico. De IO,stt~s]J1,~~ciriismos conocidos de elimind~ióhde · 
neurotransmisores: difusiórji d~~r'$c:lc:Jtión enzimática y recaptürai la 

recaptura parece ser el rj1éCci6i~rnó ;mas importante en la remóciÓr{dél 

glutamato y parece 'tefl~rfüri~,dóbte p¡opósito: por un ladotefrni8~h26n la 
• . - • 1 ,, ', ·-·i ":--. '' "·'-· ·- · . e ~- -, _e • -.-.- • ' • • , "». ·~:·-, • - :• ' ,.,., 

acción sinóptica de1'~1dtcif);dt6 y p6r .el otro permite su.' rec:up§fa·~iÓn para 

que esta moléculd J0e8a ~er eventualmente reutilizOdci~ Ea r~égbtGrd del 

glutamató 61 >if·it~riÓr ,de las células se lleva a cc:lb6 P:oífproteínas 

específicas llamadas transportadores, las cuales LJtiliz~m los gradientes 

6 
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iónicos establecidos en la membrana para transportar al glutamato desde 

el espacio sinóptico hacia el interior de las neuronas y las células gliales. 

El glutamato es un aminoácido no esencial que no cruza la barrera 

hematoencefálica por lo que tiene que ser sintetizado en el SNC a partir de 

la glucosa y una amplia variedad de otros precursores. Las enzimas del 

metabolismo del glutamato se han localizado tanto en las neuronas como 

en las células gliales. 

'r>'Nf:URONA 

m.ucos,\ 

CELULA GLIAL 

Glu 

[GLT-11 
~ 

Figura l. Metabolismo de glutamato en estructuras sinápticas. La conversión de glutamina 
(Gin) a glutamato (Glu) involucra la acción enzimática de la glutaminasa @ dentro del 
compartimiento mitocondrial. La formación de glutamato también ocurre por un proceso de 
transaminación CD. El glutamato sintetizado nuevamente es almacenado en altas 
concentraciones en las vesículas sinápticas. Después de ser liberado el glutamato al espacio 
sináptico, es eliminado por los transportadores gliales (GLT-1 y GLAST) en donde es 
convertido a glutamina CD por acción de la glutamina sintasa. La glutamina luego es 
regresada a la terminal nerviosa. Alternativamente, algunas terminales nerviosas 
glutamatérgicas tienen transportadores (EAAC 1 ). (Dingledine y McBain, 1999) 

El glutamato es sintetizado y almacenado dentro de las terminales 

sinópticas. La síntesis del glutamato involucra dos vías principales: 1) la 

conversión de glutamina a glutamato, mediante la acción enzimática de 
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la glutaminasa y 2) la transaminación, a partir del a-cetoglutarato y otros 

aminoácidos como la alanina o el ácido aspártico (Fig. l ). 

El glutamato recién sintetizado es almac:enado en las vesículas 

sinópticas pocun.traosportador especifico. Después de que eLglutamato es 

liberado-d~ la~-· termi,nales nerviosas-ale~~a~ib sináptico,e~,tornado_ .. por·un 

.. sistema· .• ·be=transportadores de= alta ~afinid~d,~qU:e r~eLein:cu'.enfrqn._enc.las ~ 
celulas gliales ·en donde es convertido g·; 9tl.Jt6rniridF~{ªr ~-J~'c;81Qtal':nina 

·.,. . . '. - . - --.- ,' --· ··'" ' --.• -. " .. -.. :. --·- -. "'·- ·-- ~'- ··;: ' ·-:. . .,. .. ·- . ., . . . 

sintasa. La glutamina posteriormente es regres9qa_ qlqJerrnjnal sinaptica 

donde participa en la síntesis de glutal11ato al ser:·:hidrolfzaci'o :por la 

glutaminasa. (Dingledine y McBain, 1999; Broma:l1 ~fol., 2.oóÓ¡. .. . 
' .. . . ·~ -

Receptores al glutamato 

Con los avances en técnicas de biología moleculór se hán clonado y 

caracterizado varios subtipos de receptcires ~ ..• glutqm9to (Hollman y 

Heinemann, 1994). Se han descrito cuatro tipos priricipalés dé receptores a 
.'- . :- .· \ . 

glutamato, tres del tipo ionotrópico los cuales se ent:uentrc:in aboplados a 

canales _iónicos y uno metabotrópico, que transduce la ~eñal. por 

activación de procesos enzimáticos asociados d proteínas G: Estos 

receptores difieren en su estructura, función, ·· propiedÓd~s 
. ., .-: ._-, - -· 

electrofisiológicas y farmacológicas. los receptores ioriotrc)picós se 

subdividen en dos familias, los qlJeHeconocen al N-metil-D~aspdhatÓE(tipb 
NMDA) y los tipo no-NMDA. que reconocen al ácido a-amino-3-hidro~i-S'­
metilisoxazol-4~propióhic0 (,.\tv\PÁJY al_ kainato. Los receptóres tiR:Ó.NtvÚ:5A y 

no-NMDA constituyeh c,Ofi61ci~ iónicos en la membrana plasfridtiba y se 
:".=«- ·-·'.:~---~_--1~~\:_:··-).:.-~<<~_((;:<~:·)·.:::·;--"'.:·:;::: >~ - ,--:· .. ,, . . - -- 7-·. ____ , - :·':: __ -:·.,-<-<.' .;·/r-. ·, _-_ . 

encuentranc'IOC:'aJiiadós postsinápticamente (Fig. 2). El can.Cll iónico del 
• ,,. ••• -- ••••• :: < " -- -· •• ., • -. .. •• ••• .: • ~ -

receptor>i'-IMóXes p~rmebble al Na+, K+y ca2+ y su apertur,a deperldé de 

volt9jet YCJ qu~eL fv\g2+ ql)e normalmente_ bloquea el·pQ~o~Úel~cgoÓl_es 
expulsado a_I des~olarizarse la membrana dejando el cancil susC::'e~tiblé a 

abrirse (Nakanishi.1992). La regulación de la apertura del ca~a,l°NMD~ es 
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compleja ya que además del sitio de reconocimiento para el glutamato, el 

receptor es modulado por glicina, que es su ce-agonista esencial, y tiene 
- - ~- - - - - - -

además sitios para moduladores positivos como las poliaminas y otros para 

Mg2+, Zn2+, protones X ag~ntes reactivo,s redox. 'Jodos.)OL(eceptores .•· 
-· -·-- - . --· --- - -·-co- < -,, . e·--.- .. ,- .-- ·-.'· . .,, " '· ·. _·, ·-"':;. - . >. ' . .- ··:'.· ¡, 

ionotrópicos tienen······ .estructuras···· h;~ter0-61i~o~Él:rk:gs (y , ün /n(Jrn.ero . de 

No se. cdnoCe c8ó 2ertez~ la~steguiorr),ehría o cC'mposición nativa. de las 

subunid99~~ :q.e(}~C:~~!.()~;~ KMrS.A:i"~4~·~~nple( pueden ser tetrámeros o 

pentárn~ros;yfa ¡,ÍpÓtésis rnqs 9C::~et9c::l9·:~s qLJe •1os·· canales nativos están 

siempre ensamblados:~or5·u11a''.sÜ"bdhid°(Jd:NRl .y una o más tipos NR2 

(Hollman y Heinemann/]9~~).C :C : ·.·.· ', . 
Los receptores tipo 6Mét.~o8'i~depehdientés del voltaje, (Fig. 2) son 

permeables al Na+ y ·K+'.v ~r8'~J~rqlr{65C,n.per'meables al ca2+ (Pellegrini­

Giampietro et al., 199ll'. E~Ján>forf{,cidc)s ~~r cüdtro diferentes subunidades, 

designadas como GluRÚcV.GIUR4 (cÓh dos variantes por empalme 

alternativo "flip y flop''J'{~ f~rman~o un ensamblaje de subunidades 

pentaméricas. La p~(medbilidad catiónica de los receptores tipo _AMPA 

está determinada pÓ~ la selección de subunidades, ya que canales que 

carecen de la subunigad GluR2 sí son permeables al ca2+ (Hollrnann, et al., 

1991; HollmanyHeinérnann, 1994; Bettler y Mulle, 1995). 
- '. '• ' ~ . '' . 

Los red~'pfores tipo kainato están ensambladbs+en horno o 

heterodímeros}de lassubunidades GluR5, GluR6, GluR7,.los cuales tienen 

una baja Ofiniddd pbr el kainato, y las subunidadeSKAt'y kA2 que tienen 

una alta dflnid6'd.rodas estas subunidades tienen la ~str~ctura bósica de 
' ;·::· . ' 

los receptores AMPA/kainato (Bettler y Mulle, 1995). 
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GLUTAMATO 

,.,.':",.·~ ·"ON . l., J 

t."11..LA DE' ORIGEN • 
• • • • • • • • • • • r mGluR - mGluR 

1 PROTEINA G PROTEINA G 

-NMDA ~llt§Jlcti 
Ca•• Na• Na* 

PLC A.C Na• (Ca++) (Ca++) 

f IP3 f DAG i cAMP 

METABOTROPICOS IONOTROP1COS 

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 

mGluR1 mGluR2 mGluR4 

mGluR5 mGluR3 mGluR6 

mGluR7 

mGluR8 

NR1 

NR2A 

NR2B 

NR2C 

NR2D 

GluR1 

GluR2 

GluRJ 

GluR4 

GluR!5 

GluR8 

GluR7 

KA1 

KA2 

Figura 2. Familia de receptores ionotrópicos y metabotrópicos de glutamato. ~ada una de 
las dos principales divisiones de receptores de glutamato comprende tres grupos o clases de 
receptores funcionales. Están formados por numerosas subunidades individuales, cada una 
codificada por un diferente gene. PLC, Fosfolipasa C. A.C, Adenilato ciclasa. IP3, inositol 
(1,4,5) trifosfato. DAG, Diacilglicerol. cAMP, Adenosín monofosfato cíclico. 

Los receptores metabotrópicos están presentes tanto en la 

membrana presináptica como en la postsináptica y no forman canales 

iónicos. Están compuestos por 8 subunidades, mGluR 1-8. Dentro de la 

familia de receptores metabotrópicos hay variaciones en su secuencia. Se 

han clasificado en tres clases o grupos (1-111) (Nakanishi, 1994; Pin y Duvoisin, 

1995). Dentro de cada clase la identidad en la secuencia de aminoácidos 

es del 703 y entre clases es de un 403 a 453. Las subunidades mGluR 1 y 

mGluR5 pertenecen a la clase 1, mGluR2 y mGluR3 a la case 11 y mGluR4, 6 y 

8 a la clase 111 (Fig. 2). Cada clase de receptor activa diferentes 

mecanismos de transducción. La clase 1 activa la fosfolipasa C, 
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produciendo fosfoinosítidos y la consecuente liberación de ca2+ de los 

almacenamientos intracelulares y diacilglicerol que a su vez activa a la 
- --- - - - - --

proteína cinasO C .(PKC). Las clases 11 y 111 están negativamente acoplados 

a la adenilatociclasa. y .. red~cen .I~ 
0
cantid.ad intracelular de AMPc 

(Hollmann yf1~ipemdnn(l 9?4; l.ipt6Í1 y ~os~~be?~)l 99.4). 

- "'·'=-·=--'~~"'°:---.--,~~i~-·=~~L~-- ;.~~ -_o;~~-'i~«-==-- _."·co·=~-\~eo-~~o:-~:~=~o-:i=-;:_ ~-- :___=,,--'.:.' 

~!''-':~'-'>- . . ' ~ ~ ,--- ;_·'.):'~, ' ,,:, __ ~- .::\_ :~:::,;: 

Trans~9rt~~~.r~;~t};,C/> J i{;¡/:. { : } ·· .. ·· .. · ··.. ..· . . 
Como ·seméncionó,c:mteriorrrierite; elglutamato es removido del espacio 

-,. ,. - -- . - -- . -. ~ . :- - . .. ,,, __ . . ' - --· ~~ - ... - .· ·- . . -- . . . . . . . - ' . 

sinápticq_•pg~ 'yn·~'~IstE;rr1ci'i'ci;~;·}e~dpt&ci que consiste en una f~milia. de 

transportgdc)'res?9.~ g•1cit<Jrndto de• alta afinidad dependi~ntes ~e ~odi9que 
están 1oci61izadbs .-~n'·'lds:membranas plasmáticas tanto de astrbcifos 'cómo 

de neuronas.. Se han clasificado cinco diferentes •·• is'bto~hi6;s ·(de 

acarreadores de glutamato (o transportadores ' d~ . s~rifn6~8i8os 
excitadores): GLAST identificado en rata (EAATl ), GLll~id~rltifi6bdg:~fiircita 
(EAAT2), EAACl identificado en conejo (EAAT3J, EAAT4··y}EAgT.~/(Kciriai y 

, .. ' . ·.· ., . '•'' .. - , .. ,_ .. , . ' 

Hediger, 1992; Pines et al., 1992; Fairmdn ~tal., 1995; A~riia.S"t dl~~Y997¡', Los 
: •. ' .. -,·'. :· ·_._; ,~· .. ,· :-·:·.--,·~~.c., ·,---.·.;·;-,'C;".7" '.:-",··.·--·.-·- '•';.:; ; -.~ ·,· • 

transportadores muestran una secuE3ncia ge.~id~ntjda~;d~ ~óci sÓ %'en sus 

aminoácidos y patrones casi id~otiC:os CJ~chidtBf$éié'idáci, sugiriendo que 
'' . . . . .... 

sus propiedades funcionqles estón bc:lsdd,_ci~~ ~n Jasgos estructurales 

similares. Los transportadm~s.de rataN~conéjoson903 idénticos a los de los 

humanos. La·recaptu'ra,ceiu1Ór.del Ql.uta~ato: depende de los gradientes 

electroquímicos a tra~é~'dk:I~ m~rllb;~n~ celular (Danbolt, 2000, Trotti et 

al., 1998); El ·sodio és reqD~fid$.i~?r9U9·.'ui}iÓri al glutamato mientras que el 

potasio es requerido patd Eirtrc5Hi~óit~hefo. Los transportadores utilizanJos 
: - . .. -. - ... ~,, ... · : '· , \.. - '· : - '._._ ...... 

gradientes del Na+ . K+ , H+ y·OA- d través de la membrana plasn1óticd 

como fuerza electromotriz pard elprbceso de transporte. que tam'bién ~stÓ 
acompañado por cambios· en el ;oltaje y en el pH (BouviE3r ~t ~:Ú. .. ]9~;¡.'.Los 
transportadores EAACl y GLTl. presentan la siguiente es+C3~Wiornetrí0: 1 

glutamato es tomado junto con 3 Na+ y 1 H+ y son intercambiados por 1 K+. 
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Por otra parte, Jos transportadores también funcionan como canales de CI·: 

el flujo de CJ· es activado por glutamato pero no está 

termodinámicamente acoplado al transporte (Fairman et al., 1995). El 

transportador.de glutamato GLTl _es el más abundante y representa el 13 

del tofo! · de' proteínci -, ·/de 'hi~mbrana en el cerebro','; ;cbn :altas . 

concentraciones en: el;hl~oca~po ~Y~la ._corteza cerebr:al~-'EÜ.~LTJS1a; sido 
" . . . . ":,:-.~; . - . ' - . ·" ·-. - ' ' -· -.. -· ;, "· ., - - -- . 

detectado exclusivamente eñ ce1L!1-as astrogna1es ené1 sRICdcilJító'ncirma1, 
._ .· : __ :':.< --~··:. ·,!,·:;._--;; ;-·~"-·· - - ';:_": .. \ ... '.··'/-'-,-;_::J,,~;_:·~:, .. ;~·:::{:i'"~ :"..'-;·- _:;_:.:_: -~ 

con una alta concentrpcJón·e.n ~l. bip9c~ru.PS· c§rt,e¡~aCc~r~.R·ra,1, y.rn~dL¡la 
espinal ( Rothstein et al.,J <f94J>/.:~;¡cih9115:1~~ :~i:J?1i'1} ~-(d~1~'f{~~· ~~presa E3n 

astrocitos y en todo elSNc>a .ciífereiltes:_c:onCehtrá(:iÓSes·. (ji./\sr~és más 

abundante- en ·e1 cereb~1o}:en···e1. -~íc)Siigt~i110F ~l8L+1t·y:-~1 ;·e~;_s~.son 
expresadosp~r-i¿~O"!.e~~itr~.~lt_9~JRd,;6J:)91c2ooo¡. _-. ~--- .,; · 

-Ei.·EACCl •se :encueótra princi!'.kilmente en neurbncis.~· Q 's'~ :éxpresa 

predomif1ai1ts:M~At~;-~g:-h'i'~$-~6'~1:>0, cerebelo y· corteza. ,E1i$g:i_r4's~ ha 
. ;~-"- . " )-/" ' '-_/·:.::~ ._¡:.;-.: '. ' ~ ' 

detectado únicamente.en.un tipo celular del SNC, que son IOS:céiulas de 
. . . . . . •' ': ·_, .. - . . . ' . . .. ': - ; ; i _·,,;' .· ~ ·" ,;,_··,\. ·'" .. 

Purkinje de la capa mólecu_lar :?erebelar. Por ultimo el EA.A.IS PªÍ.~~f Ser 

una proteína encontrada exclusivamente en la retina ( Trotti ~fal'.; 1<(98). 

Excitotoxicidad 

Los primeros estudios de las propiedades neurotó,xicas d~el glutarnato 

fueron hechos por Lucas y Newhouse' ( 1 ?Sil, tjuten~·s C:lém9~J[c:lrbn que la 

administración sistémica de .• glutan;¡atcF en .• 'r<Jt6J~s,;. infantes .causaba 

~~;~~E:~~::E:~: c~;:f ~lilf i~!~i~!lf t~i~I~t!!il\~~~ 
neuroexcitatorias y neuroté~J,scit ~ª-~IZ';R'tqtgrf)At:O. ('JyS· ~-~d~ia¿:p_n la 

neurotoxicidad inducida por'el glütdrnatd:;; d~lc{ SC,breaC:tivóci9n; de sus 

receptores (Olney, 1969). Esto cóndtJJo·al cb'ncept~ de e~¿it~toxicidad 
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debido a la sobreactivación de los receptores ionotrópicos y 

metabotrópicos de glutamato (Bittigau y lkonomidou. 1997). 

Sabemos que una excesiva activación de los receptores de 

glutamato es responsable de hiperexcitación. daño y muerte neuronal 

MUladona FALS 
SOD 

..... J Ocspolari1J1clón 
Metabotropicos .., 'v 

• '-'P
3 

f Falla Energetica NEURONA 
POSTSINAPTICA 

EMCl ">... ~ 

~~ @•\(rh~~/M=~I 
PRESINAPTICA Q Glu ~ - [C 2+¡ .•ca es 

~ - Y- a L1bn:s 

@_.J/\AMPA\ Pmteasas \\~ele~ / l 
I VSSC b Lipasas • Peroxidación · 

"lf1I"" \ Dallo de Lipldos 
SA1S GLAST GLT1 ~ Nuclear 

tt • // Dafto Memb~I / 

CélulaGlial vscc 

Figura 3. Representación esquemática de los sistemas bioquímicos involucrados en la 
excitotoxicidad neuronal. Receptores AMPA, NMDA y metabotrópicos. EAACI, GLAST y 
GL TI son los tres transportadores de glutamato. IP3, inositol ( 1,4,5) tri fosfato. SOD, 
superóxido dismutasa. VSCC, canales de calcio sensibles al voltaje. SALS, esclerosis lateral 
amiotrófica esporádica. F ALS, esclerosis lateral amiotrófica familiar. 

(Olney, 1969; Lipton y Rosenberg. 1994; Tapia, 1998; Tapia et al.. 1999) que 

se manifiesta inicialmente en forma aguda por hinchamiento celular 

provocado por la penetración de diferentes iones en el interior de la célula 

(Fig. 3). Esos cambios iónicos se acompañan de la entrada de agua y por 

consiguiente del hinchamiento de las neuronas. Más tarde. el daño se 

desencadena por la entrada masiva de ca2+ a la neurona con el 

consecuente aumento en la concentración citoplásmica. más allá de la 
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capacidad de amortiguamiento intracelular del catión. Esto produce daño 

y muerte neuronal debido a la activación de enzimas tales c;omo las 

proteasas, lipasas, endonucleasas y fosfolipasas, lo que lleva a la 

desintegración de proteínas Y-fosfolípidos •de la mem branó yda, generación. 
- • • - _: ,_ < ',. ' • '~·. -~.·, ' .,, ' ' ·' - - -, ,; ·'. ]""'-=~:~ ; - . - --· ~-· 

de radicales'.,:libres) (:¡sí :c::orYJo. ólterac:iones del< métabqliSn:i<? el1E3rgético . 

mitocond;idl ;C(~~y1~iy~5uttf drC:k'3ncl 993;Tapia, 1998:=T ~~id=~et'á1 .,~l 9<f9)·;=Esto·· 

último, diSfninQyé(IO;·cOpdciciad de producir ATP, po(lo'·.c:Qc:ll dec·rece la 

activida'.d :¿e:1a!§o~=b()' d~.·s~di~-potasio (ATPasa.Na-K).;E~resulta.do es que 

disminJ~~ 16·~~t~~s'i§hJ.~~Ña+, alterándose el gradi~pt~.d.~ c:oncentración 

de este/~citi6ri; 8~sBü'iC:lri~óndose la membrana Íle0ronal'y,fÓcilitándose la 

respuesta ~eVic;i}~ª~~tor13s tipo NMDA (Ch.oí. 1~a$J cii6~~bw, i993: Louvel et 

al., 199i7). = .. :'. ~::. r:;' '·;;.=';. ' : .. , . .:·;, :r; i( ;. . 

En estudi()s.,de'.microdiálisis. in·•·····viv.o /se '"h~. 8bservÓd<) que . la 

concentrdciól"l~~~trkc~tut~t~~r~l~tp~atc?··~· aspciftqf<~>'~~~~hfd.60ra~te la 

isquemia .••. c'er~bralfy <1Q';)hipo~li~emia >y se; ·hbé'ciE3~6strddó • .<1ue •. ·los 

antagm)istqs 'de':Yós)ece.Stb[és tipo NMbA y ná-NMPA pr~te'ge'ncontra ·~I 
daño neu;(Jn~J ~;, k~tcis ~ondiciones (Choi, 19S8; Meldrürh, 1991: Simbn et 

al., 1984; TC:!pia efal., 1999). Sin embargo, cuando el glutarr1at6 ~~trcic~lufor, 
aumenta por inhibición de su transporte, no se· · produce 

' , •, .. - . 

neurodegeneración ni en el hipocampo ni en el estriado de rata (Massieu 

et al., 1995; Massieu y Tapia, 1997), lo que sugiere que se necesitan otras 

condiciones para sus efectos tóxicos. 

Glutamato y las enfermedades neurodegenerativas 

Un gran número de enfermedades neurológicas, colectivamente referidas 

como enfermedades neurodegenerativas, comparten características 

patológicas de una gradual y selectiva perdida neuronal. Parece atractivo 

considerar que la neurotoxicidad endógena del glutamato esté 
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involucrada en algunas de esas enfermedades, pero en muchos casos la 

evidencia no es contundente. 
- - -_ - -- ·-· 

En Jos últimos años, se ha incrementado el interés en estudiar los 

mecanismos.rE3SP(),nsobles qt:¡.lomury~te celular. Estc,s mecanismos son muy 

important.es. en ~1,SN<:.·ya qUe 19,;dege;e~~ci~r\·n~urc)i,a1.es 2 uri·tenórneno 

que~no.~sqJqfo~6i? .. Qs.~m:~~d-~r9JJ1~:·~¡"~fax~i~<?1rn)~n,t()~:sind'.~tq_íDbi,én,durar-ite 

~:::;t:~!tlJ~ª!1~;f ~~t~~~~~~t~i~~t1~"~~~t:itr~;tt~tl~~~;~~i~~=: 
de HuntingtÓfl}de Parkinson/de. Alzheirríer}:.10· e{cl~r8iisJ9t~ral'qijÍiotrofica 
(ALS pór s~ssiglbs en i~g1:és)~· ... c. ?{\'.· .... s "' ·:: . 

Las caus~s de la muerte neuronal ~h ~ste'tiSo de:í'cinf&rir1~'8ades se 
,.- .. ·. . . ·, .. -;· . ' .·[· ·. :'.·-' • ·:~·:." ,;;;-·· 1 ,<",•>.7: _._-._.,··>''-~-;e,,, ': .. -"' 

desconocem,. pero se han r~laci6Qaqo >)r(3s ·ftjffcir.~s·~:':19~ ;,.~i:::_·p9recer 
interactúan entre sí: la sobreadiVación de los récE:;~t6re'S'éh8mihoÓciclos 
excitadores (glutdmato .·. principa1inént~);( .. citj ;-;~--ictGr~m~n+.~ 2 en . 1a 

concentración citoplásrnica de ca2+ y la g~rrC?rO'~ié>nd~J~d~desreactivas 
de oxígeno o radicales libres. Estos tresfacto'r~s.~~-2~~j~;ªcikf d~ tal modo -.... - : <. _· .. ··- -':·,>'i,. ;_.·,,··:·_,e_-:-, __ ·.:;..,.:::----~--- .·1.·> .. -

. - "-·r • --:o,.• ·;~·'' - '···". ,• • , -e.-. •o ' ' • . 

que la alteración en alguno de ellos puede gerié{a(cdmbios en otro y con 
>~·-:t .. 

esto desatarse una reacción en cadena; "f~sulttj_ndo eón ello daño y 

muerte neuronal por destrucción tanto. dé ·¡ar rnérnbrcinas plasmáticas 

como de los organelos intracelulares (Coyle y Puttfarcken, 1993; Tapia, 

1998; Tapia et al., 1999). 

11. ANTECEDENTES 

Médula espinal 

La médula espinal es una masa cilíndrica de tejido nervioso que ocupa el 

conducto vertebral, en el humdi}o tieneAQó 45 cm de longitud y ·se .. 
~- ~ - - ~ : :" - - - -

extiende desde el agujero occipital, donde se continúa con el bulbo hasta 

la región lumbar. Está protegida por rnembranas llamadas meninges: 
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duramadre, aracnoides, piamadre y el líquido cefalorraquídeo (Fig. 4B). La 

duramadre es una membrana fuerte, densa y fibrosa que envuelve la 

médula espinal y todo el SNC. La aracnoides es una membrana delgada e 

impermeable que recubre totalmente la médula espinal, se; u pica entre la 

piamadre, rnás profunda, y· la duramadre, .,más .5u'~etfic;i,C:Ú./E~tre la 

piamadre yla .aracnoides existeJcun;.espaci~~bástgnt~-.Órh~'1idke1~e·spacio. 
subaracnoideo. Su impOrta~ciClra~ic:9}'~11 :·(ÍG* ?·sqnti;g~J0;'.:·~1 :líquido 

cefalorraquídeo ·º ·cc:¡re.br~~spinal. · .• Ei: •. e~89Sl9 './'sy\Jafo~ng(d~o es 

atravesado 'por •finas ,t'rd.~é:sut9sbracnÓi~~dsJc¡~~f·~·9:~Ün'~B!;~·;fa'piamadre. 
Como la. arac11óicleLse 'cóntinúa con ;1q{ r(]r~~s ·d.e:Jo~; nervios espinales 

hasta su salida p~r:e1 ,agüjerg Interve;fíe~rql;· i131fgrijian unas pequeñas 

extensiones 1btÉ;ral13s• def ~spdciO subC:frcif65ideo·.~' LÓ piamadre es una 

capa única .y ·d~lgada cfo .· carócterva~séJ1bf~~d~. ie cid6sa íntimamente a 

:n:é~~;ª r;f ¡~¡;~~~~1~·;0r:~¡~f s~t~l~~}1~f}r~~ 1:.~1~:~e~'. d~~:~c~~ 
extensiones íl1ernbf"()fi6s~s pu11tiforrn'~~·{tj~'.1a piamadre van a insertarse 

firmemente a;·,¿·éara internó de ladu~d.mbdr~ y de la aracnoides: son Jos 

ligamentos dentados. Ellos facHitqn id sÜsp~n~ión de la médula espinal justo 

en medio del saco dural. (Guyt6n; 1~'94¡: · . . 
Desde la región de la sedunda vért.ebra lumbar, dq~de t~rmina la 

médula, hasta el cóxiS,. desci~:n~e •.t}n;;':filamento delgdcloJld'Rlado'.·rnum 
-' e,·~., '-':::.: ¡i 1 ·',•.-' • • ~·' .,'".''- ~ • ~ ·, • • • _· _ •• v'.-~c;, ." ,., ~ 

terminal e" y las raíces dec los nervios Sacros y lumbares, forrl1bh uh ri")bnojo 

de fibras que red be el nombre de ''cola de cqb&i!o". . . . . . . 

De la médula salen 31 pares de nervids qGe~1e';89.n dp:a~pecto 
segmentado: 8 cervicales, 12 torácicos, 5 lumbares/s s6dra1~s:y\ tÓ~ígeo. 
La médula está compuesta por una sustancid gris' fÓrmacla ~otcSe~pos 
neuronales y por la sustancia blanca formcidci por gliay fil:>r<Js~i~!inizacjas 
ascendentes y descendentes (Fig. 4A). 
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Figura 4. Organización de la médula espinal a diferentes niveles. En A se observan los 
nervios espinales individuales que están relacionados con las diferentes regiones de la 
médula espinal, hay 8 nervios espinales cervicales, 12 torácicos, 5 lumbares, 5 sacralcs y 1 
coxígco. En B vista dorsal del cerebro y la médula espinal, así como diferentes cortes que 
muestran las características morfológicas de la médula espinal y por ultimo en el recuadro 
inferior se esquematizan las 3 meninges que recubren la médula espinal. 

Las fibras ascendentes constituyen los haces ascendentes que son 

sensoriales y conducen los impulsos que reciben de la piel, vísceras, 

músculos y articulaciones a las distintas zonas cerebrales. 

Las fibras descendentes constituyen los haces que son motores y 

conducen los impulsos que provienen de los centros superiores del cerebro 

TESIS CON 
FALLA DE 9._RIG~~J 

----- - ---------·--------·-·- ~----
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a otros que radican en la médula o bien a los músculos y las glándulas. La 

sustancia gris a cada lado de la médula tiene unos ensanchamientos 

llamados "astas": asta ventrales o anteriores: asta dorsales o posteriores y el 

asta lateral que se Joc:ali~<:)n.er:itreJas:dorsale~ y lasyeri,trqles Jfig. 4B). Las 

astas dorsales .conti~n~·f, 11e~rond.ql.Je '8ontrolC:m lass~ñaÍes -se'rlsiti~as, las 
. ' '-:. ~-··· .. ", ; ., .• ~_,_. -~·· .... ' .::_._ >,:.'_ ·:.: .. : !·"· ~--·'.'' ___ ,___ ·.: ' . ,. ' ... . . 

ventrales contieneri laJ; oE:iu[ona_súnoJ()r_as _:_qu(3 (3nvígQ ,axoo_es o fibras . a 

travéid~1b~ d~;06~Y~~~i~gÍ~~:ó~1d~'~o~~Ü1ci~--~-~~0e1éti~()s ~d~Ó ~~r~du6ir la 

contrac~ióri n:lli~~Llbr.;' .• 
-~ ' '' "•"' . ' 

· Enei<cisf<J i~t~fblde la médula espinal se hallan los cuerpos celülares 

de las neu~~nbs ~reganglionares del sistema nervioso autónoíYlo y sus fibras 

atraviesan la raíz ventral de la médula espinal hasta el . correspondiente 

nervio rbquídeo (Nervio mixto que consta de unaraízv~~trdmc)t.~r(l /una 

dorsal se~sitiva). En el centro de la sustancia gris y a.I~ l~rgocl~ ~l'lc:rhay un 

pequeño canal lleno de líquido cefalorraquídeo; ·.••: .\ '.í? •· . -· 

Otro aspecto anatómico import~nt~ de: l61;<h1'~d3'1a:~.e~··q·ue hay 
" .<,..' ;·~--." ·.·. ,::·~.: .... _;;·; .,.,~::•:., ;<>- ''·'~~,_· .·.- ·-·' ': 

interneuronas que sirven de conexiph(!=l~Jr~:::ldsi'.fibras'.\ensoriales y las 

motoras, lo que da origen a res:pJestds ·v~tl~j~s-'qu~~- n:O .netesitan ser 

ordenadas por los centros cerebrales.¡-

La médula espinal tiene dos ensanchamientos qUe son elcervical y 

el lumbar, cada uno está asociado con las raíces nerviosas ql)e i11ervan las 

extremidades superiores e inferiores respectivamente. 

Las motoneuronas están localizadas en cada segcneht6ldé las astas 

ventrales de la sustancia gris medular y en el hunl(j~b-{pu~~~ri hallarse 

varios miles de ellas que son de 50 a 100 vecesmós-ªtéhd~s-·tju~21cf·~ayor 
parte de las otras neuronas, dan origer .cF lps~:f¡~(a~{-H~r.i[o1.a~;°s::;sf;_i:bqrua. es 
abandonan la médula por las rqíces veritrales· el inervarí; 

musculares esqueléticas. Las moto~~uroAc:Js sor1d~ dds t¡pc)s: itjs •·· _ ... 

motoneuronas alfa que dan origE3n a 9rándes fibras nerviosas tipo X. (alfa), 

que Varían entre 10 y 20 ~Lm de diámetro S inervan las grandes fibras 
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musculares esqueléticas y las motoneuronas gamma que están ubicadas 

junto con las motoneuronas alfa. Las motoneuronas gamma transmiten 

impulsos a través de fibras tipo A (gamma) de un diámetro promedio de 5 

µm a fibras musculares especiales muy, p~queñgs, ._dE3norriinadas< fibras 

intrafusales; qu~s~n parte del huso mu~c~lar .. ·.·:. .. - :< t'; ( 

_Las .interneuronas.están _presentes. e11 toci'OsJasl?'re~sde;:1a•~ustoncia 
gris ·medular, en las astas dorsales, en las Sit¿'iv~Rtrql~s:¡_-y.~nira/áreas 

" 'o;.- ~~· --

in term ed ia s .entre estas dos. Son 30 ve2é;,s.!~'h1'ós>nümerosas que · las 

motoneuronas, son pequeñas y muy ~~bit_ó8\~s.- 'tferf~n nuíllerosas 

interconexiones y muchas de ellas inerv~ri ÓJª.s-~~t~neuronas ve~trales. 
La médula espinal también tiene u~' gran número de pequeñas 

interneuronas llamadas células . de iénshciw localizadas en las astas 

ventrales en intima asociación con las motoneuronas, estas son células 

inhibitorias (Guyton, 1994: Brodal, 1998). 

Médula espinal y glutamato 

Los cuerpos celulares de las motoneüronas superiores, estáirlocalizados en 

la capa V de la corteza motora primaria en el cerebro, y sus axones 

proyectan hacia la médula espinal y tallo cerebral, donde hacen 

contactos sinópticos con las motoneuronas inferiores. Las motoneuronas 

superiores proyectan sus axones hacia la médula espinal directamente a 

través de tracto corticoespinal . 
. · ''. 

Algunos estudios bioquímicos hdri apoyado que el glutarndfo sirve 

como neurotransrr)isd·r. de1·Jr0Cto corticoespinal, como lo demuestra la 

presenciaded1t()~:~~i0'e1,~s dé.glÓtarnato en las terminales cortic6~spinales 
en el asta veílttalJBroman.e(al., 2000). Recientemente.se:haencontrado 

-,'.· ' .. , ;; . ····.· ·'- - ·.- , -.. ·. ,-

con es!!Jc:HC2~~1~Ftr~fisiolé>gicqsqye la .transmisión del .tra~_tcrcorticoespinal 
hacia. las.niotoneuronas en la región cervical de Id mé.dula espinal es 

mediada principalmente por receptores de glutamato del tipo no-NMDA 
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(Hori et al .. 2002). Por otro lado, también se ha propuesto que algunas 

neuronas intrínsecas en la médula espinal utilizan glutamato como 

neurotransmisor, ya que cuando se. realizó la aplicación de antagonistas 

de los receptores. NMDA•y no~NMDA; se¡ deprimió2.la:réspUE;3Sta .de. las 
'; .. _ .. i:/\ :.<; ' ''.---. ¡·-< 

neuronas en Circuitos.16c()les(ªrofnahejdl;;2tjQQÍ .y > 
.. En ... la .... década •. de~ los.:c:uafe.nta~.:sei~d_~piostró.~qu~.i-((:is '.°Ja;~ferentes 

primarias hacen contactos' ·mahb~inóptlcos ~orii1~s -~.~t()X~Vr6nas.·.Por··19 
tanto, desde que Curtis . y VVCl.tkl.ns' en s~6·0 .Jb~~rfgr2b.}o~ ~fe~tos 
excitatorios del glutamato en la méd_u1a·e~pina1,'Ün~(gfofri~ti~h:1~ Sstuclios 

, . . ·"· -·. :· .. :. • .·. ;; ' ' • ·' ·''.-:;·_:_-:'• .·,·~/C· . '/.;: • <";:I~-· ::;:; :· '':",< . ,•:-. : ' 

tanto farmacológicos, bioquímicos y fisiológic:9sili~h'.i:'ostulqdp'el.pdpeldel 

glutamato, sustancia P y la encéfaiinCI ¿e:;,,;,º né.u'ícilraílsmisor <:le: Jas 
'. ·- .. • .. ".;:; -·,_·/: ' ... ::-..'.->·-· .:. ,_- ''·.··;-:·,. ._,_,.- .. -,·~·>··:",,··.,.-->'.;'(-· :'·.:.:'.. :·- .. ]· '•¡ -~ 

aferentes primarias. Algunos.dcifos impórtántes s'ef'Íqlan c!ue:ei::bloqueO de 
;·· .. - ~,;-. :·¡. ,.' ·-·~, ... >.·,;. ,· .... '<'~- ;·.,,:;-.<··· .,.\·: --:'..· .. -. .. · .. ··., 

asta dorsal se pr9duce cori <:infagonistqsd~ lqs re:C:~pforé{(:jS, gfufgrngtó. ' 
' • '· ,'. -- ~ • ·. • : ·., ' •. " ' · . .:-,. • • ' ·: •,, • : •· • • • .-... • "'.: : ,. : • .: :· ; : '. • · .. ·,·:-·: ' '• .' • -.. •'. ., ,"," - ' : :· :- •'y ; '7J' ; ." ,,': ' ·,-, .', C • ; " '! ( .:~ ' • • --~':' '; e • ,.' 

privieros· ~r1.•tj~m~str9r····IÓ. pres~ntisi<d~.~fü~tgrncifü·t~h:f1~·~· .... iJ~ríninales 
aferent~s primarias, Ellos d~t~ct.~mn I~ 8resensi~·:rd~ ci'Íutp.rp-~tp ~n una 

gran propwti()n .de/l9s te.rrnin91~s .Ci:e1·:qs}(:i\[dsfsgL;;~ci:·'..Pcé,S:~fr~ia~ de 

glutámafo tqn1biéñ º·hdi sig'd>exar1;¡n~cis{ ~o?~~í~~í~~~,p~~:~1~·si~n~~s······,de 
terminales afer~nfos:primqrias, ciorlibinab<:t9.·'ia• .. ···•fintlón1-iíit;q9xc)n<J1 .. con 

técnicas ···-d ~?i~hiai-lcif8}'se': d~t~bdrC>·ht6Wo~·. riivJ.fe~;-dé 81~tff~:6tb •. ·'que 

probablemente se originan en las fi~ras /~ aierentes primarias/(M~xWeU et 

al., 1990). En conclusión, todo esto sugiere que el glutamóto es el principal 

neurotransmisor en las terminales aferentes primarias. 

Receptores de glutamato en la médula espinal 

Estudios de hibridación in situ y de inmunohistoquímica han revelado 

distintos patrones de distribución de RNAm y de inmunoreactividad para los 

distintos tipos de receptores, tanto ionotrópicos, como metabotrópicos, en 
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la médula espinal de rata. A continuación se resume brevemente su 

distrib.ución. 

Receptores tipo NMDA: La expresión de RNAm de la subunidad NRl 

en las astas. ventr~les ,d~ 1() .méd.ula ~s.pigal esimuy (lita.y no hay expresión 

:::~:;a,:~~l:;i;~bjt!ªfü~~~~b~'.J~~~~~;(~i;~~~2:~t.:ho~f P¡~~li~ne~ .. 
al, 2000). . . > ::'.' · ¡.·.· ~!·i: ;+_· .. ·, ¡· ;_ ... ;· ~.) j·•:' (• 

~~ ::~:~:;~~:~~~i2i:M:~~~~~(fr~(~~f ~fl~~j~tE!,~~f,{~~~:~~ 
2000

¡. Receptores tipo ~d1ria¡~}ra.i.dtli1~Z~; :~~rnt~i\1~5'.J~unldades 
de kainato, no es, ro u y al?ud~a'nte,eQ'lq~ dstás v~ntraiiss, 'ldiciu~ 'soló' hay 

. - " :. ,. : ,, ,. ' . ' ,,;;. , -· " - ' ... - i' ,_._ ''· ' . . ·, :·/ . . , ·:~ ,. - '" .. - ' .. ; : ')- ,,,,· _'_' " ~" - . . . ' 

una baja e~presi~n',dedd;su:püriiddd. 1 GIÜR,5y lJria ... rnC>ci~ród(J;·.~~pr~si6n ·de.·. 

la.subunidqg ~AJ:,·l~~tjtrqssS~uriJ~.~d~s n:ose·~~~resa~· hvi,sd~n;~t· .. ~I, 2000; 

Petralia et g 1, ~OOQ). ~fo ''\ ;- .. ' ' · ~'..~ ; ' ·' ' '·' 
· Re~~~tq;e§\frietpbbtfó~isp~:>La ~xpresión de RNA111 de, la subunidad 

' .. . -.. _, l"'. ···' . "'"· ··: 1: :-~:::- ,·; .. -:.< '· .. - ·- - . - . 

mGluR f enlOs astas'\1éntrdlés'E3~móderada y tiene una inmünoreactividád 

:~u~~;l~bf Jk. ~X1~~~!~~t~~1~0::,~:~:¡~~:~~ª~1:n;a~1~Rü: :~;~~~ . 
' ',. .,:.·.·;. 

subuniddc::I mGIÜR4.~ hc:iv:Lúna expresión de RNAm alta·.·' y no .. hay 
• • '. ' ' ... ' : ' • • • •• -. ~ • - • ~ • ,' 1 • " • • • - '" : - • : ' • - - ' 

inmunoreattividad, por últírno. la subunidad mGlu,R7 tiene una'e~presión de 

RNAm baja, pero no tiene inmunoreactividad (Shigeniótoy Mizuno, 2000). 

Esclerosis lateral amiotróflca 

La esclerosis lateral amiotrófica (ALS), es una ·.enfermedad 

neurodegenerativa que se caracteriza por la pe¡rdida progresiva y 

selectiva de las motoneuronas, principalmente de las porciOnes inferiores 

de la médula espinal y el tallo cerebral así como de las motoneuronas 
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superiores de la corteza cerebral. Esta degeneración causa una parálisis 

progresiva que comienza en las extremidades inferiores por pérdida de las 

motoneuronas produciendo una atrofia progresiya del músculo esquelético 

y puede llegar a los músculos de la mand,íl?ula.)11Icialmente fué descrita 
' ., .. ,. .. ~.:' '.- ;,,_· '\ -·: .. •'. ' ,< ·.· -:·" ·, ·: -· .. '.e.·, ·'· - . 

ahora familiarmente. con?cidq7f:!n~Esfadps·~LJn\dÓs~cOmo~~enfe¡rme.da,d .. de 
,,_-,_.·..:.--!.·:·-···o···_,·:.:,-',:,,.~;:; ___ .. ·_---·~---· .. :.-~-···.·.·:- .. :, __ ,::~:..º·_•-,: .;._· .. -··-_ , ... _.:-· •' ·:., __ ·-~_::·'_.·-,'.'· -'. __ <·, -·-

Lou Gehrig en honor al gran):5eisholistO:qul$n:desarrolló'-1d~;EHlféfrnédád éh 
la década de los 30:. LdiALS ;Jambi~n;ha;;af~ctgáo a otros) ~ersonajes, 
incluyendo al astrouÚ2c:íFriorhi~6d~o:<:lí •. :~r~rri'.ib l'j()bel ·'st~~¡i~ri'.'.H"dwking, 

_ , ~- -.· . __ .,"'· ,. , ... _ -. - .. - . - •.; ~ <' "· :.-- ··,; - o ·-· ·r· ,- - ··--·-·· .-o·•·• 'C ("· - •'."' -, ; ,"":; ~-. -; -. ·.-·--· '·•- " 

quien sufre de un . tipo· no, úsuaL de la eilfermed9d cqh .Una lenta 
, . : ; . . ' . . . - ·.. . . ' .. - .· . . . •.·. ·. .,. -. -~' -> .. ". - '• . 

progresión;· Esta·e.nfern1edód'no cC:lusci·úna disminupió~~l11B~capgcidad 
mental de los enferhios; ép~sar de la. parálisis córn~l~ta V·CY.lmiha con Ja 

. · ...... ,,, .·;,"-. - . . ., . ·.;·· ,_ .. , ...... ., .. ;·. '-. ·, 

muerte a causa'{de un paro respiratorio como >ccfos~~u~nc:id de la 

denervación dé IÓS músclJlos respiratorios. Es'· Un:.! 6cfcd'g8imi~ntC> con una 

prevalencia de 2~3· cósos por cada 100,000 h~bÚa~t~i: E~t~ riesgo se 

incrementa eh i un orden de magnitud des~ué~ ,,··cii 16s .. 60 e años. 

Generalmente es fatal; con una duración de apr6~irr~Óc:lcirnE3Ate 5 Oños 

(Gurney et al., 199S; Juiien/2001; Cleveland y Rothstein, 2002). 

Se han descrito dos tipos de· ALS, que tiénéh los fnlsrnós síntomas y 
·- - . . . . - -, -. -

patología. La primera es la esclerosis lateral amiotrófica familiar (FALS), .con 

un 5-103 de los casb.s; que tiéne un patrón d~ hérencici aUtQsórnica 
.. · ... 

dominante y un 203 de. los casos. familiares se han asociado con 

mutaciones en la enzimar.superóxld6 dismüfosci 1 (SODl j (Ros~11; ét al., 

1993). El segundo tipo es 16 esderosi; ldt~rCll amiotróficO espor.adld~ (~ALSJ 
que tiene una mayor frecuencia (90-953¡ y no se ha logradóÚdentifÍcdr el 

,.. . ·'· • ·.' _.,, .. :oo ' 

factor que fa produc·e. · -·· 

La edad típica para el comienzo de la FALS es .entre SÓ y 60 años. 

Ambas formas presentan un progresivo debilitamiento, atrofia. muscular 

que causa rigidez e interfieren con el caminar y el habla. 
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Se han postulado varias hipótesis de la posible generación de esta 

enfermedad: daño oxidativo debido a la acumulación de especies 

reactivas de oxígeno; toxicidad causada por una ganancia de función de 

la enzima SODl mutada. estrangulac::ión axonal por la acumulación 

anormal de neurofilamentos y excitotoxicidad causada por la deficiencias 

en el transportador del glutamato. 

Mutaciones en la SODl. 

La enzima SOD 1 se expresa en casi todas las células del organismo y se 

encuentra tanto en células neuronales como no neuronales del SNC 

(Pardo et al., 1995). Es un homodímero de 153 aminoácidos y su principal 

función enzimática es la de catolizar la conversión del radical superóxido a 

peróxido de hidrógeno: 

5001 

La catálisis depende de los iones cu2+;zn2+, presentes en el sitio 

activo de la enzima (Liochev y Fridovich .• 2000). El radical superóxido es un 

intermediario muy reactivo formado por la reducción del 02 en la cadena 

respiratoria y es un poderoso agente oxidante, por lo que si sus niveles no 

son controlados puede llevar a la peroxidación de lípidos y la oxidación de 

proteínas. Por esta razón, cualquier cambio en la función enzimática de la 

SOD 1 puede tener consecuencias devastadoras para el ambiente celular 

(Olanow. 1993; Coyle y Puttfarcken, 1993; Gurney et al., 1998; Kruman et al., 

1999). 

Desde que se descubrieron las mutaciones en la SOD 1 asociados a 

la FALS, se han descrito alrededor de 90 mutaciones diferentes en el gene 

que codifica para _esta enzima. Muchas de estas mutaciones result(J.? por 

la sustitución de un aminoácido (Cleveland y Rothstein, 200lj;Apartir de 

esto se han desarrollado ratones transgénicos con el gene humano 
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mutado, como el G93A (Gurney et al., 1994) que tiene cambiada una 

glicina por una alanina en posición 93, el G37R, el GBSR (Bruijn et al., 1997) 

que retienen toda su actividad y uno que contiene una mutación en el 

gen murino G86R (Morrisony Morrison, .1999; Cleveland, J 999). T.ambién. ·se 
-~:-:--. __ , ~ -~-.<.~ -.--~-:·:_,:·:.--(~::· . /'f< ./!_<-_::··.--:<><; /-.-.~-~- ");> .. <.~~t·· ~-><-_: ._¡:.:~-~:_.::··~\:.~:-_· ( -~~:,~. -~·::.:_~ -'.'.: ::::-\-. ·<~.'.-:.< (:'f(:::\-"·:f.'- J~';'< -~~::~·< '.-:.. . 

ha desarrollado ún.ratón··knockoutdela\SODl qüé?coritrai"iamente a lo 
_,; -,-:· ,---,. --·i·:·· .. ·1::'., , .. _ .. :. -,·, .. i···•,k:',·.· ," '. _., .. ,,.· ··:~,':,'··· ... e,._,, .. :·, · _ .•. -, >.:o- .. ~.~ ...... ~.---,.-·-_'\.·,.;:·<'·.-. 

esperadÓ no··.desa.rro110~1a~enfeupE3cj9ª~del1•~s;fo()toh•eC.ronas.ú Rea.LJme•. et .... 

~:::~~~i~~t:~t~~t'.i~;~~!t~!t~~Mii i~l~~~~~j¡}f~ 
al., 2001; Howland et:·ar)wb2J ... · · .•..... 

La mayoríO de> estas íl1utaciones no se encüehtrah ~h 'el sitio.\'ac:tivo - . - ·. ; - - : -._;~ . , -·... . ·-.,. ,,,. :·· . -- .. - -- :···· , _: .. ·. : . . ,. ' ; ' .. -~.:_:;'-.' -: '.,, '~' .,_ '.·.- - ";.;. ·.':.. : .. 

de la enzima Y no tienerl:Una actividad. de per8xidasó 8isminÚicia: Estos 
.· --·< ... ; -..,-·'. .. · :··-7- ~=;'>• • .. ···-·-,, -; ·. -.. - ' ,- • -· .. ,---,;~-.·'"."•'"·'..~:-:'-•ºe··:-::::,·.,.;,·::.:·~-· .• -','.'-'•-·:·•' • :, -

ratones Y.ratasson nórrl1ales ·al••. nacer ydesarrol'anpna ~is.tÜn~iÓhJrtotora ·a 

los 3 a· 7·me?e.~'.~dk'e'tjgci.-·1a c~ualpr~gre7sg• rá~§i~.~~.eht~.~pq· 1~19Ü.rnlbu~ión 
en la· m~yuicjt¡;g faé: 165.ml~mbros posteriore~;·,.'.Qqit;~··'.18 P~.rólisÍs)()·tal "y la 

muerte.preMdtÜr6'·¡burnéy•ét al., 1994; NagOi et dl.,2do.l ;:H6w1andef·a1., 

2002). El ·d~sarrollb de la enfermedad parece; estár ~gld¿io~~~:i6 ·ton el 
' '·. « .; .. ; _.~:.. >. . _ _- - ;' ·: . ·-:· . . ;.,e :·' ' , ,. . . r·.,.- '3"~': ." _· : , 

número 8e.};Ópias del gen mutado que se intrci8ucefr· ~h lbs '.'rafones y 
.· .. , .. ·.· .-.·.· ·' .. '_._., .. ~·,..:...'.::~~·~·-. ·.- ·-"-"'-- . ·~-·-- '._•: 

ratas;con·lacantidad de SODl mutada qUe~eéxpresc::len'16~éanifné:iles>de ·, - . .. . · __ ,_ .... ·': ... - -_.·---~:_._·::;·_·; ·- ... ·r·;·:-:'~:';= .. '.;··.'.;_ --··'·~·:., 

forma qu~ los que expresan una mayor cantidad tien~n·9nc<:d1"Yli~'r1i() ~e la 

enfermed:ad más temprano que los q-uª· ·exprt3sgn 1un8.::rfi~'l~~r··~~a,ntidad 
(Bruijn. e( al., 1997). Patológicamente~ esfqsÍ-dtories;·Y ~:bt~s\·~~~;·h.sgé~icos 
tienen degeneración de las motonél)rohas'·c{~· I~ ~~8Jltj ··~~~indh con 

alteraciones en los com.poq~df,es; d~!§:.; ¡<:ftoésdueletC>, ' dstró7itosis, 

vacuolizaciones y algunos pre~eH'tci'g.¡A~¿1G1166J'{.5~rnejantes a cuerpos de 
' : • - • ... ~. ' : • ' - "f ',' • '.' :. • -', .. :e . .: - . ~ .- : .; .. - . - ' 

Lewy. Estas alteraciones se/as:eméjC:Ín mucho Ó·las que se encuentran en 

los Pacl·entes con ALS ... ··::'::_.: .. ;~~:,,'::: < ~ 
. <.· 

Entre los posibles': rn-~(;driisrrí~'s · el~ dáño celular producido por la 

SOD 1 mutante está sü capacid8d para usar el peróxido de hidrógeno 
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. 
como sustrato para generar radicales hidroxilo, que pueden dañar al DNA, 

proteínas y membranas lipídicas (Wiedau-Pazos et al., 1996). Se. ha 
- --- ---

demostrado que en presencia de peróxido de hidrógeno la SOD 1 mutada 

puede oxidgr rri.c)s a un .. atr9padqr deJac:lic()le;,s ("spin. trgp.;). queja SOD 1 

normal (Yim:ét á1:; 19.96)/Esfo'.sÜgiere ·qu~en:IÜgar· ª~'·f:iE3rder su.función 
" .-. .; '_, :: ·' "- ... : .' .. ~- •' ... ·,,,' ., . : -... ' ,_.: ·'-- .. •.' -.'·', - ; ,,.., .·-:.: . -· .. ·-·-· .. '·'. '" '·t'" ·.· •':. . ··. ~-<''·; ,.. . . : '-.\_ . 

como.,gJs.r:nuJas,g_):"orn9~:~-~:P~Q~QiJnlst~.1gn~nt~,·._.lq~spcic1c[nUtaílte~Odquiere .. 
unci funci6r1·C:fef;p~r8~id<:isa?sln ~'rli8c:lr9'6 és;'prÓbabli3 que./b1·.·meC:~nismo 
de neurodegeneración involucre procesos independient~s d~ ·· .. esta 

actividad de la SODl mutada. 

Hipótesis de excitotoxicidad por el glutamato en la ALS. 

Diversos estudios han postulado la hipótesis excitotóxica de laS¡JLS, debida 

a un incremento en la neurotransmisión glutamatérgicp :en Ja: médula 

espinal como una posible causa de la enferm~·~gsi .. /s~, ~ncpntró 
inicialmente que los niveles extracelulares de glutq[Dato>Jóf"lfo~Q:p1dsma 
(Plaitakis, 1990) así como en líquido cefaloráqufde~·•(R.§t~~f~)í)'.~t C:Í1.)\990¡ 

- .- ;: ___ ;.: :·:. v:: _ _:::_/·:~·--' _:_,7·--_'_- - '.··:"_»:_; ... \\.'~-;-:/·'.:_· __ .:,.·~-- . . :_· .- .... ~--·: 

se encuentran aumentados en los paci~nt~s·~.cé>n :s,A;fs.t~]Td~Biéri hay 
; : " .>: ..•. : :; :.e - .. ,_,,. ;· - ; ·- ',,'.':/' ._, "-.-;, ': ·, :·' '. '. -- _;o_-~- ;,· .,f -; . 

glutamato (EAAT2 o GLTl) tiene una menor actividad e.h Jóniécr~1a es¿inal, 

y corteza cerebral, en los pacientes con SALS (Ro}hst~l~ et·,ái'., ;Í.9~2, 1995). 

Esta deficiencia provocaría una disminución en ICI ré2aptÚr6'ciel'glutamato 

del espacio sinóptico lo cual generaría excitotdxi~IddcH;{R6thstein et al., 

1992; 1995). 

En apOyo a esta h,ipótesis, otros estudios .dembstraron que la 

inhibición farmac()lógica del transporte• de glutamato en cultivos 

organotípicos de médula espinal (Rothstein et al., 1993; Rothstein y Kuncl, 
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1995), así como el bloqueo de la expresión del transportador GLTl con 

oligonucleótidos antisentido in vivo (Rothstein et al .. 1996) causaron muerte 

selectiva de motoneuronas. 

agregados •. · d~ 19(sqbf f?odrían.esta/ .. 'pfg,vocg.nd.~-··gnq~ !-~isfunción 
astrocítica, con 16'cúakse!estar(an• afectando .. fo'si'niveles del. transportador 

- . , . · ... : '• ;· >·.· '."~;;;·: ··:·::)·: .: ;, · ..... - .:,:.: :.'. .. ···".": . 5~·.· ':·, .'- :::·: .. r · .. ,--_,. ".·;;-:.·:·-. '.:/;:•.: ~ :'·: .. ~~-- ~·?¿ .. r:. ~>'-",' ::>/"· • :.~;'.' _·,· .. ·' ' '" 

EAAT2. DurOnte.la····progresión de la.erif~rnjédad(en éJ rat6ntransgenico 
; . _, .. - . - . ' - -· . ' : . ' . ' - . :',- - ·- . ·' - ' ·. .. ·~ ;' ·- . ' . . .... - .. -- . '· . . . 

G85R, hay:.,ufr>idcr~men.to d~ inC:IU~iqÍi:é}Y·.~.€3 .l<:l. sc:)p]; en . e1strocitos, 

correlaciÓnac:lci'con una dismiÍlüCión §n¡,;l.trbspbttddor ÉAÁT2 ( Bruijn et al., 

1997). 

Por otro lado, una creciente evid~pC:icfsl)g}er~ gu~ los• receptores 

tipo AMPA podrían estar participÓnc:lo en.Jc:(hlUJá~9~19:111.~toneuronas en 

la SALS (Rothstein, 1996). Las moton~uron~s·~oí1>niqs·ivü1n~rables a los 

agonistas de los receptores AMPA/kainc:1fo &ue bt~(J\neuronas espinales, 

tanto in vivo (Hugon et al .. 1989), com.() ~fl cultiyos Orgcmotípicos y células 

disociadas de médula espinal (Roth~tein ~t Cll .. 1993; Rothstein y Kuncl 1995; 
. . .. -

Carriedo et al., 1996; Van Den B.Osch y Robberech, 2000). Los mecanismos 

de la selectiva vulnerabilidad dé las motóneuróñas a la sobreactivación de - . . ' . . 

los receptores AMPA no s~ conocen}. En; principio, las diferencias en la 

vulnerabilidad á agonistas de los receptores AMPA entre las motoneuronas 
'•• .. 

y otros neurona~ espinales podrían resultar de diferencias en la expresión 

del receptor AMPA y/o de diferencias en fenómenos que estarían 

modulando la entrada de ca2+. Se ha generado gran interés en la 
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posibilidad de que la vulnerabilidad selectiva de las motoneuronas puede 

resultar de Ja expresión predominante de receptores tipo AMPA que 

carezcan de la subunidad GluR2 en este tipo celular, los cuales como ya se 

mencionó, son altamente permeables al ca2+ ( Williams et al., 1997; Show 

et al., 1999; Show, 1999). 
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PI AN!EAMfENIQ DEI PROA! FMA HIPóIE§JS na IETIYQS 

111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En nuestro laboratorio se han estudiado durante varios años los 

mecanismos de muerte neuronal en diversos modelos de enfermedades 

neurodegenerativas que se relacionan con la sobreactivación de los 

receptores del glutamato. Se han.utilizado drogas que inhiben el transporte 

de .. glutan;iato;.com91el;_ócido_.L-trans-2,4~pirrolidindlcarboxílico1(~bC:) .. Éste 
,· .·.,·.; ' ;: .• •. ,.·,. . . ' ;• ,.'. . ·• ··-.:_-: . e·' .• 

compl!est8.inda~e;·un:nhtable'incremento de glutamato extratefi..)1a?'en el 
j - :o·" ' -···' - .··- ,· ' ,,· . '•, < - . ,., . ' ~. .·. ·. .·. 

hipocqriiPoo' y E;/o €;31 e'.striadc), pero este aumento no causa degeneraC:ión 

en estcis Ór~bé'.(Mas~i~uet al., 1995; Massieu y Tapia, 1997), ~ bien drogas 

que aumentan la liberación de glutamato, como la 4-aminopiridina (4-AP), 

la cual se ha demostrado que produce intensas convulsiones y 

neurodegeneración del hipocampo (Peña y Tapia, 1999; 2000) 

IV. HIPÓTESIS 

La posible neurodegeneración y la muerte de las motonel)ronqs que 
. ' ;·· "'. 

ocurre en la ALS se debe a_ un fehort)eno '·de excltotOxicidad 

glutamatérgica, la cual puede ser. ()~asioriada_por I~ disminÚción del 

transporte dél 81utórfiato y/o por un auniEínt6:én:su,'Íi~¿~~ciÓh,;c:lebido a 
.· ... - . -- . ' . . : _--·-·· _. - ··-.. _ . -:- - .- .. ,." .· ·-.. -. __ .. , -·--· , .. ~-- -"-·-.· -··--

que 1as -m'?tonéuronas esp1na1~s :r:5ué9[r{s~rtiil?K~~h~@1_~s ·c:u SiRrn~nf º ae1 

glutamato extracelular, en cornpdraciórl C:ón las E)5!fu(::tl.Jrqs_;~eir~bralés. 

V. OBJETIVOS 
' ' 

1. Conocer los posibles etedós' exC:itotóxicos .del glutdrnato endógeno 

extracelular sobre las motoneurond~ eX~1ci rnédÜia'~sb.inal d~ ICI ráta. Para 

ello se administró el PÓC pbra ·inhibir el transporte de .glutClmato, y la 4-AP 

para estimular su liberación. 
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2. Comparar la vulnerabilidad de las motoneuronas espinales de la rata al 

daño producido por distintos tipos de agonistas de receptores al 

glutamato. 

3. Conocer los pósibles efectOs protectores de antagonistas de los distintos 

tipos de receptor~s aLglutbmato_enla-médula~espjnal;cle la rata;º. 
;. "". - ·- .' . ----· __ , . .,.-.· . ..,,,. . .·: - - • . f' :. - . : __ : --~~-.--- -_ ,, -, . - ._.~·.:,.. -- ,. • '. - " .. _ - • 

4. Caracterizar·hi'~t'olÓgiEa e inmun°()histoquímicarrl~Ate¡I posible daño de 

las mofon~ui~'n'cis espindl~s . dé .la rata por - 'dfrer'entes estímulos 

excitotóxicos. 
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VI. METODOLOGÍA 

Cirugía y microdiálisis 

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar con un de peso 290-31 O gr las 

cuales fueron anestesiadas con una mezcla de 4-53 de halotano en 953 . . . . 

02/53 C02 y se montaron en ap~rafos ester~otáxicos para médula espinal, 

con una almohadilla. isot~rrn[ca',a':37--0§J~rqtntr~é~~SÍ~Qtifi~~·-,J~CY:J_1 para·· 

poder mantener ·1a ·•.temperatüra.·del.dhima1.· Unci.0vez··c;¡¡;,¿stesiaaO-Ssel'les 
_ · ·-. . · ~ . <" : :_ ·:. ·,-', . _,_ -: . . ·--

0
: ,', .~: ·!' .e:~:~: _t.-•. ; ;.o'~-:·.; ,(·;··,;: ·: ;··~:·-__ ; -: '.· ''/·';- ~ ·-,:, ": : -~;:-: · - ~' ·:;.··, .- ·: :.··,,~- · .":"'.',< ·· -: ; - · ' ·, ~: 

realizó. una··incisión longitudinal 'en la.regiófrde'.las"vértebrasnumbcfres,··1as 
·-:_._., ·:· - _- -::. · •• ~ :\·: ~- ·' -,--o.: ~ :· ~? -- --. .'~ : ::- · --~: < ~-: --~ _1.--.-- --~ -: - .: ·'.: .'·: ::: ~: :. :_~;;.:,:._.· !'·<;~, -~;::,;~;. ·. -~¡;~:~ :·, ·-.\/:::-,-_ ~-<-~~~~---_·.:}{;_': ! -,\-T;)~:::: :¿..:~\- '1.-)/~;: ~::::<· · ~ 

cuales. fueron expuestas. dE3spués (je separa,rwliíl1.pi9r culc)ác::jpsaoi.~nté el 

músculo .. que lasroded. Se talatiró''uri.orifjcj() d~ apr¿xWnadcimente 2 mm 

de diámetro y una/véz. e)(puéstcÚía ;m~adici.se' prbccidió·: gfJ~'rirY1inat las 

meninges. muy·.·cuidaddsame·h·t~,pcir6(eyitarrci1~una hernorra8·¡¿,::,se:limpio 
• '; ' • • •-! ' ' '. • ' -l ,._,, •• ' "", .' '• '•' ',• ''_O,_~"', ' ', ' , ,;,:,,, - ,. ,. r , ,: ;• • ' ' > , • - ,' ' - - ':• ' • ' : ' ',,• : ': • .~'• ' ; 

perfectamente(lci.rl1~dulaAp0r?:p~steri~rménte ·introducir U-ncle'ó7u1a de 

~~~~~Ilf il~li~~~~~f~~:~~~~~é:~~1i~,f~t~1~1t1:~~ 
Losrariirn81E}~ .••. s~ mantuvieron con baja (Jn~stesiar{déf.0.s;<J .l-3de 

halota~9tcl~rª§t~i f~do el experimento, y a/tr6~~~~~!3 ·•1al_ c6~~i°as. de 

microdiálisis/se:Jperfundió .la médula espi.nalc_OnÚnüarnenté c'óh-'sólución 

:~~~ .~~g!~h±~t.:~:.::1::;c$:.,;tni~ªf~'.¡:Jl:~~f i~6,~~~~~ 
(pH 7.4) a uh flujo de 2µ1j m_inúto •. u%áij~O:unó micro]6.ringd~m0ntdda a 

~~a :e~:=~·::m~~3:~~cl~~~~~~~~g0~!ª~~~ii~~f ~*~i~~éih;: 
fracciones de 25µ1 •.. ( 12.5 minJt6s) d~ ,h,i~rbdi~ll?is? ft~~)i_t~~snt~rlrn~Jds 
fracciones colectadas. se .utiliiaroh porddeterÍfíinÚ~·10~ riivE3JesibósaleÚde··· 

aminoácidos, y en las dos siguientes fraccio~~{s~ ~-bhíbTÓ ~1-rbed,io d~ 
perfusión por un medio de potasio 100 mM (aclicidnándolo a I~ sol~ción 
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Krebs ringer normal y reduciendo la concentración del NaCI 

proporcionalmente para mantener la osmolaridad) o conteniendo las . 

diferentes drogas. Por ultimo se procedió a recolectar 3 fracciones 

adicionales con solución Krebs. Una vez.concluido el experimento se suturó 

la piel · del animal, se d~~c:::ontiílUó la anestesia y se mantuvieron los 

animales en cajas durante 5 día.s en el bioterío con agua y comida;= 

Drogas .· . . 

Se perfundió por la cánula de microdiáHsis el inhieidor del transporte de 

glutamato ácido L-trans-2,4-pirrolidindicarboxfllco (PPC) (Tocris, Langford, 

Bristol, U.K.) a una concentración de 25 y 50 l"llM>dy,rólltE:} . .5 fracci6nes de 

microdiálisis~ L() solución. fúe preparada disolyiéhci,? ~1·ppCerl>1.··•N,·de Na OH 

y ajustando ~I ~H a 7-7.5, y adicion~ndo'1a .dir~cf;rnent~ a iÓ sb1üción 
'·· ··<-· ,;, .. _., .. - .. \ ··. ''· -:. - . '.."" · .. •:"• --··._. ,, .. ; ... ···· '·-·· , .. -. " ,;_-- · ..... 

Krebs~Ringer nórmal'haMa . alca rizar las cohce~trdci()n.e's· iiíclíC:dddr Cdbe • . --· . , .. --· _,_, .. __ ., - -.. -. ,,- - '. -- ·. :-.. ,- , __ ...... -_-,,- '. .-.· "-". ,,_. ',_. ----· ···--· -· 

menciohar C10é 1b efici~ncia •de.· 1a cáril.J1c) <:fe :rt1ibrociialisis. es de alrededor 

del 10%•com6determinado previamente·(Mbr~les-vfl1agran et al., 1996). La 
·;·• .. ·.-. 

osmolaridad fue mantenida por reducción de la concentración del .NaCI 

proporcionalmente. En los experimentos con 4-aminopiridina (4-AP) (Sigma, 

St. Louis, MO, U.S.A.), que es un bloqueador de canales de potasio y 

produce liberación de neurotransmisores, se adicionó al medio ci.e 

microdiálisis a diferentes cohcentl'aciones, 35 mM durante · una> o dos 

fracciones ó70mM qurant~ dosfracciones.Laosmolaridad.fue rn~r1tetiidd 
por reducción·d~ la.c::oti9éfntfck:ión ~el NciClproporci<?nqlmen'te,.: .. 

Se• utilizaron .•. ddell1ó~.a~pnI~t~s· .. d~ lps· g¡sf¡ntc)~. tipo~; d~. r~~9~btc:)(e5 ·de 

glutamato: N'-Metil-Ó~;s~artdtó: (l'\l""Q~).:-, ·•.óCiaC>·c ci-afuino.:3ihidróxi-5-

metilisoxazol-4-propiónico <(AMPA) "vkai~dto;: lbs· ~udlesfÜ~rón ·~sacios a 
':.. . ,· ,.: .. ' ·-'· .. -. , ...... .-.-e·.• .. ·-._ .. - .. 

diferentes concentraciones:. ~I ·kalhafo)Se: perfurídiÓ_ p6rlac:ónula de 
-.-~: --~----.- ··;-,-.- ·-,'e" .: --. · <' • · ; /• -:;,-,-·- ·•,e ·. . ·· , , 

microdiálisis a una concentración. de 400• µM~dLJrahte üncr o dos fracciones 

y 8 mM durante dos fracciones (focris· C~oksof1, Langford, Bristol, U.K.), el 
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AMPA se perfundió a una concentración de 1.2 mM durante una o dos 

fracciones, 2.4 mM durante una o dos fracciones, 6 mM durante dos 
- -- -- ~ o - - -

fracciones y 12 mM durante dos fracciónes (Tocris. Langford, Bristol, U.K.) 

por ultimo er NM.DAse perfur;idió. ·a,ung concentración ~d~.J 2 rnM durante .· 
·. '.-:.- . · /. '., :':·=: · ·'"~·->=: -;,f!-:"' · .. : · .. -· .- .. ,·~ :- :.e:·"; .. ···,:'.· .. ".,:;·~-- ':_- '! ··~·: '·· 1 ·• ' .·'.-i -, '·'/. _,; ·-.~<· :;·'.\ .: '· ... -.·- ; -:·, · -< .- \'_.: . 

dos fra~d<Jfi~s·: (T?c;:ris,LLa,ngford,r Bpst9J,;u •.• ~.).cJod.os .• ·lo·s. agoriistas.fueron 

disueltos:¡z$c~fo1:~.c:ián]/s~~!~Q~f ~i:5,t~ril.Ay~j~:Efü.ti~~?,[T:~ep.t~-.!;i~~~-~.~J~i.?n.aron .. 
directamentec:~an:•:1a·\solución;Krebs~Ringerº·normal.······hasta .cálcanzar• las 

• '", ")~ • ·"·. ·~-·''·.-.:'"-·•:.:;,.·'""·""'~-'¡'.e~·- ... ".<:•--~---~ , : 'e··;.;:--' :, ,· ·'· ,.· :· •"• .:.~_,.,· .. \,' 

diterer1t~~;~9-h~E:l;gtr9:sici'l-ieii: ·. · .. · L.· 

· TambleiÍ1~é~!útÚiÍ6' uh antagonista de los receptores tipo nd-Nfv\DA 
como '.~/·:: ?.~~#iª~~·[6~hitr;-l ,;,3.4-tetrahidrobenzo [f] .. qui/loxqUna-7-

sulfonamidq;'S,ª1 [.di~i5cüo (NBQX) (Tocris, Langford, Bristol, . U.K.), qúrcmte 

cuatr<J HÓc~}::idde~~ de ,microdiálisis en combinación con AMPX 6 :.Í:nM 

durante dos f~a~clones para intentar bloquear su efecto .. El · NB6x fue 

disuelto en solución salina estéril, y posteriormente se adicionó g I~ sólución 

Krebs-Ringer normal para alcanzar una concentración de sbo µM. 

Observación conductual 

Todos los animales tratados con las diferentes condiciones experimentales 

se observaron durante la cirugía y después durante 5 días, hasta que se 

sacrifican para realizar la evaluación histológica. 

Evaluación histológica 

Al quinto día después de haber realizado el experimento, los animales se 

anestesiaron con una inyección intraperitoneal de pentobarbital sódico y 

se perfundieron intracardialmente con 250 mi· de s6'1udórÍ salina al d.93, 

seguidos de 250 mi de paraformaldehído alA3"'.:er\b(Jffé)r de.fosf~t~s (PBS) 

0.1 M, pH 7.4. Se extrajeron las íl1édl.Jl9~ ~spJfiéJC?.sf ~~.@.afüL{Vi~r()r{en 
postfijación du.rante 24 horas a 4 ºC, luego fu·~rc:mtr9nstéridas a'sdC::cirosas 

de 1 O, 20 y 30 3 durante 24 horas respéctiva~ehte. Las ~édulas fueron 
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embebidas en tissue tech y se obtuvieron cortes coronales seriados de 40-

50 µm en un crióstato. Cortes alternados de la médula se tiñeron con 

violeta de cres.ilo o se trataron para inmunohistoqufmica, como se describe 

mas adelarite;'.Se,confirmó entodosJos casos la correcta localización de la 

:::;'~lii,~ir~f ~~·~f it1~~~?E~¡it~~]~;]1!~~¡~~::~%il~~:i~:: .. 
. ;:,.- -·: ·~:<~ ~:--.,·:_·:·"--~-::F~~~ ~3}\;, : \-.'.·:~'.-' ·\¡e··.-.º~~-~-~-~--, ·-t~ :>: -/:·.-:·:. ~-~·-'~_;,. ~~-,,~_;:-~ --r,:-c-~>_ .-:i;~:'":;·· .:r;,-~,.)_ .-:.-·.;.;-:_. [=v.'.:---.Jf:\_- _>-\'. '-·>~ l,_;-::~"--'-~~:: ·:·:.- .,_ --- ·:'-·<, 

por su g~a n Ja !{19.ñe>>· ~5: ~rry--c~p ~it°,pl9Aí1)9.clararnE3í1teylsi p;1e/s.lmilqre n 

:~:,~i~;~t~~¡~~i~~~~4iif~f (i~!dlf~~:~i~i~~;~~~tff :W+i:b1~º~·e ~: 
cánula, cubriendo foda el á[eq qu~ ·5~ observa en los cuadros insertados 

en las microfotografías de Id ratd cont~ol. . . . 

lnmunohistoquímica 

Dado el carácter colinérgico de . las motoneuronas espinales, éstas se 

identificaron mediante la detección de la enzima colina acetiltransferasa 

(ChAT). Los cortes de la médula se colocaron en cajas histológicas por 

flotación con 500µ1 PBS 0.1 M, y se mantuvieron bloqueando durante 2 

horas con albúmina disueltq en buffer de fosfatos (BSA) al 53, en agitación. 

Los cortes se incubaron posteriormente con un anticuerpo primario de 

cabra anti-ChAT (Chemicon;.Temeculal, CA) a una dilución de 1: 200 en 

buffer de fosfatos con triton (PBS-Tx) 0.3 3, durante toda la noche con 

agitación constahte a temperatura ambiente. 

se • .reali~?rón · 6ontroles a los cualés hQ' se adicionó el anticuerpo 

primario.Al sigui~nte día se lavaron los.Gort~5,2veicks durante 10 min con 

PBS-Tx o.33,yse adicionó el anticue~~o~~2undario (lgG Biotinilado anti­

cabra) (Vector Laboratories, Burlingame, CA) ·a una dilución de l :200 en 

PBS-Tx 0'.33 y se incubó durante l h. Después de 2 lavados de 1 O min con 
·o--~- . __ -_,;o· ,e- -· 

PBS-Tx 0.33, se agregó avidina acoplada a _Texas Red (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA) a una dilución de 1:200 en PBS-Tx 0.33 (pH de 8.2). La 

33 

-----------·--------------- - ---- --- ------



avidina se preparó 30 min antes. en la oscuridad, y se guardó en 

refrigeración. Una vez incubadas las muestras con avidina se cubre la caja 

totalmente con papel aluminio, se mantienen en la oscuridad y con 

agitación continl)arnentedu[ante. lh. Por último se reali3aron .2 l~yados de 

10 min con PBS,y·l~s cortesºse montaron e:nportaobjetos, con'.;medio de 

montaje Vectashield'. ('{ector_~ L~bor~~o;ies:_ ~urli~¡;J6~E3/:::_ce,¡.~_ y se 
- - - -- ·- -- ' - - . ---- : ·-·- --- - --·.·-- -::--. ,-.-.,,-:, - e;-,.---,- .. --:-·-. - -. : ,;: .,.· ,,-,_.-;-; :. ;,~:::- ---:- . ·. ,, 

Análisis de aminoácidos 

El contenido de aminoácidos en las fracdone~~de¡.ílliC:r•o?ióli~is s¡3mi,dió por 

HPLC, como se describió previament~· (S~laz~r ~t,(l!i(l-~94; Mas~ieu et al., 

1995). Brevemente, las fracciones recolectódas (25µ,l)
0

s~crrÍez~1d~oncon un 

mismo volumen de o-ftaldialdehfdo (OPA) . y ·3~ rrÍinut6s .. ~·~sb~és se 
., . - ·: : .. '.-._ .. ···-.-e-.' _.,··''f· - - ·'·· ,· ' 

equipado con una columna ODS (25 cm x 4 mm i.d); sorí1o)a'se frióvil se 

utilizo metano! grado HPLC y acetato de potasio (O.lM, ~H··5;5) y se ~orrió 
. · ¡ : .. ·• . -~ :,· .· . -. -· :.~ ' - ·.'-'e . ' .. "· , i ~:;--· . :·. '. ·· · ';, . . 

en un gradiente lineal a un flujo de 1.5 mi./ minuto··(d~ración ~e .15.mirÍutos) 

de 25 a 753 rnetanol. La detección se realizó :por ÍCJ •fuecÚdióh de · 1a 

fluorescencia del derivado OPA, a 330 nm de éxdtdci¿R '$ 460--n~ de . . . ( . ' : - . ~ "- - ,. __ . . ,. - . . - -- -

emisión. La cuantificación de aminoácidos se realizó por c'o.niparación.con 
, :_. ". ---

una mezcla estándar de aminoácidos que fueron• procescic::fos de la misma 

manera. 

Análisis estadístico 

Para analizar los cambios en las concentr.aciones de aminoácidos se 

realizó una prueba T de Student pareada~ El conteo neuronal con los 

diferentes tratamientos fue andlizdC:fo eón la prueba estadística ANOV A 

con comparaciones post-hoc de la prueba Fisher. 
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VII. RESULTADOS 

Control 

Las concentraciones basales de glutamato y aspartato en las fracciones 

de mi.crodiálisis de médula espinal de la rata fueron similares en cada 

experimento,·e'ritre 5-15 y de entr.é 5-10 pmolas/10 µI, respectivamente. Los 

niveles d~·-otros-aminoácidos medid()sCor:no,la alal'.'linq;~g.IJcina'° glutamina, ··· -

taurina)y' GABA fueron más varia~l~i·:~~~trii'·16s- ~ff~[~rit~~}~~~~'rirfi~ntos 
(tj.ato~. tJÓ.mostra.dos). ' . ..,· '.<:· ( ··: ·:}!'-:><·-. ::_:<_;" ,·.;·:~' 

En la· figura 5 se muestrcin,(8s''~i2~o¿¡raR8¿)'d~r1d~.dbrt~~tf<:lrisversdles 
' __ ., \: (• ·, -,, ~ ~.:: .·:: :~: ··: -. ,__, 

de médula espinal de una ratq2·cpnfü:>Eq ,lg. :sué:JI s~- le· cidrninistró sólo 

solución Krebs, teñidosc9n ~iol1~t~d~·._.~re~¡¡9·~ p1prtlhriÍÜ~9HJ~togu,ífnic;9 de 

la coliná. acetiltranÚeras'c¡i (chÁTJ, c~fo9 iQ,c)'[C::Clc:lor ~aE3/ neuronas 

colinérgicás. En la flgurCl SAse:PU~d~obs~tvdr 1c;i';é'Órr~d(:i16_cÓHzdC::iÓnde · 
la cánulade-'rrilcrodic)lisis;. queren•ni~9dnl'bqsb '1169'6.9 '1ds dstd~ ~enfrales. 

• - . ' . . · .• ·-···'"' ·, ' .• -,. .. ;_ ."·;· ·"· -~><·. "." ;~<:-.··· '.:''\ .· ·-· -· '' _-·-. •\ 

Las astas vent.rales ipsilátéral'y contralatércif:~é,fnuéstran E3n lg~ Ffguras 5 B y 

~· :.~~·:::~~;:l~~;~léE~l:l::~:,:~~~~1tt~~*~~i~~~~~i~ti:b!~b:~ 
~~:~:~~º~:~;l~~=~;~º~¡:f ;~I~~f~~~~~~~~~r1~i~~E!~~: 
colinérgicas. -_ Para ,~as§gurar · 1a . espeCificidad: de . nüestrq- antk::~erpo 

realizamos secciones adicionales de la misma ratO, que;ftJ~r6~ ¿roC::esadas 

en ausencia del anticuerpo primario. No se observó inmunoreactividad en 

estas secciones. (Fig. 5 D y E). 

Despolarización por alto potasio 

Las ratas tratadas con potasio 1 00 mM durante dos fracciones de 

microdiálisis no presentaron ninguna alteración conductual durante la 

administración ni después de terminado el experimento. 
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Figura 5. Micrografías representativas de una rata control perfundida solo con medio 
Krebs (n = 8). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal 
lumbar, 5 días después del experimento. A, By C, teñido con violeta de cresilo. En A se 
observa el tracto de la cánula de microdiálisis en el asta dorsal ipsilateral (flecha); B y C 
corresponden a Jos cuadros en A. D y E lnmunohistoquímica de Ja ChA T en las astas 
ipsilateral y contralateral respectivamente, procesadas en ausencia de anticuerpo 
primario. Nótese la ausencia de teñido en las motoneuronas. F y G Inmunohistoquímica 
de la ChA T en las astas ipsilateral y contralateral, respectivamente. Nótese que las 
motoneuronas en las astas ventrales se encuentran bien preservadas en todas las 
micrografías. Barra= 400 µm en A, 150 µm en By C, 75 µm en D, E, F, y G. En todas 
las micrografías los cortes teñidos con violeta de cresilo y con la inmunohistoquímica 
para la ChA T son de la misma rata. Para datos cuantitativos de ésta y las siguientes 
micrografías véase Ja figura 18. 

La perfusión por microdiálisis de potasio 100 mM se realizó como un 

control del tejido, para verificar la liberación de aminoácidos dependiente 

de despolarización y así verificar el funcionamiento de nuestro sistema de 

microdiálisis en la médula espinal. El alto K+ produjo un ligero aumento en la 

concentración extracelular de glutamato y aspartato (Fig. 6A). También se 

observó un ligero aumento de los otros aminoácidos analizados, glutamina, 
. \ .. ';•e 

glicina, alanina, taurina y el GABA (datos riómostrados). También en la 

figura 6 se muestran las micrografías de los cortes transversales de médula 

espinal de una rata tratada con p6tdsioJ Óo mM, teñidas con violeta de 
. - .: --·, · ... ·: ·; 

cresilo. En estas micrografías se pué de (]preciar el tejido sano. 

PDC 

Las ratas tratadas con el inhibidor del transporte de glutamato PDC, 25 y 50 

mM durante cinco fracciones de microdiólisls, no presentaron ningún tipo 

de alteración conductual, ni duranje ni después de concluido el 

experimento. 

Cuando se administró el PDC 25 mM; se observó ún. aumento . . - - '' ' - . . -~ ··; ' " - '·· ' '. . . . .. ,. .., ' 

significativo cie.,1-2 vE3ces;¡Ó~.~6hcenfra2iórl éxfrÓcelulgr .tje gl~t~r+lato ·y; de 

2-3 veces·i'O.tco6C:~nfrOdio[i:extrbC:eJb16bde dsJ5Brt6tÓ,duidAte'Un~período 
de 60~9&tniír1~tos'.' (~·ig}~' 7). '.C:u~~ci()'.~~'~ei.2p~itthdió:··iq.C::iai doble de 

concentración (50 mM) se obsE3ivó ún rnayor Oumento de glutamato 
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endógeno extracelular. Como se muestra en la figura 7, la concentración 

extracelular de glutamato aumentó de 4-5 veces y la de aspartato de 3-4 

veces durante el período de 60-90 minutos que duró la perfusión. 
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Figura 6. Efecto de la perfusión con potasio 100 mM, durante 2 fracciones (barra 
horizontal) sobre Ja concentración extracelular de glutamato y aspartato en Ja médula 
espinal de Ja rata (A). Inserto. Gráfica que muestra el promedio de las 3 
concentraciones basales y del incremento al pico, producido por el alto potasio. Los 
datos representan el promedio ± E.S. de 10 ratas. B-D micrografías representativas del 
efecto del potasio 100 mM. La morfología de las motoneuronas de Ja médula espinal 
lumbar (teñido con violeta de cresilo), 5 días después del experimento es normal. En B 
se observa el tracto de la cánula (flecha). C asta ventral contralateral. D asta ventral 
ipsilateral. Barra= 400 µm en B, 150 µm en C y D. 
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Figura 7. Efecto de la perfusión 
con PDC 25 y 50 mM, durante 5 
fracciones (barra horizontal) sobre 
la concentración extracelular de 
glutamato y aspartato en la médula 
espinal de la rata. Inserto. Gráfica 
que muestra el promedio de las 3 
concentraciones basales y de las 5 
fracciones con PDC. Los datos 
representan el promedio± E.S. de 6 
ratas para PDC 25 mM y de 15 
ratas para PDC 50mM, *P < 0.05, 
**P < 0.01, significativamente 
diferentes al promedio de sus 
basales. 
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Figura 8. Micrografías representativas del efecto con PDC 50 mM, 5 días después del 
tratamiento observado en 15 ratas. B y D, lado contralateral, C y D lado ipsilateral. La 
morfología de las motoneuronas es nonnal, cuando se visualizan con violeta de cresilo 
(A-C), como con la inmunohistoquímica de la ChAT (D-E). Barra= 400 ~Lm en A, 150 
µm en By C, 75 µm en D y E. La flecha indica el tracto de la cánula. 
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La figura 8 muestra las micrografías de los cortes de médula espinal 

de las ratas tratadas con PDC 50 mM. A pesar del considerable aumento 

en la concentración extracelular de glutamato durante 60-90 minutos, no 

se observa neurodegeneración de las 'mo!oneuronas, como se confirma 

por los datos cuantitativos mostrados en la figUrO 19 y por la 

inmunohistoquímica de la ChAT. ~ 

4-AP 

Todas las ratas tratadas con 4-AP 35 mM durante una. o dos fracciones de 
, .. " ·- -,·· ·,"-·. - . " ,' .. : 

microdiálisis, y·con ?O mM durante dos.frqcc:iones, presentaron alteraciones 

conductuales:. Esta'alterO:dón •• fonsistió en ;1e~es co.íltracciones de· •. ·.la•- pata 

ipsilaterql, guE) ~91~~z9r9·~.i~fo~.digt9rB~rt~ d~s·p~és· ~e ·-1~ adÓiinistración 

de la4",<\P y 9·¿¿ .sJ hicierqn .·~ydrlbi;ilá{ir]t~[l~aSlina vez que las ratas se 
' . . ... ¡' .. ··'·"· ::: . 

recuper9ron de'la anestesia. fas é:óiltrócdón~s se observaron durante 1 ~2 
horas, . y se acompañaron de ~·iros' C:Ontralaterales y ocasionales 

movimientos bruscos de la cola.Toda~ las rqtas se recuperaron en unas 3-5 

horas y al siguiente día no presentaron ninguna alteración motora. 

Cuando se realizó la administración de 4-AP 35 mM durante una . ... . . . .. -

fracción se produjo un incremento d~ 3-4 veces en la concehtrdc;ión 

extracelular de glutamato y de 4,;-5: yeces de aspartato, .epero E3ste 

incremento tuvo unadurcición de s61b~1·sfrnlnutos (fig. 9J.l.'.a qdrhihi~trdción. 
de 4-AP 35 mM durante dós fróc°cic:>ri~s produj~ U~ aumento rrlüih;Órhóyor 

'~-:·:·· ....:" :,:, .?;:~-- '. _-... ·'__ ._· . . :_ : '_,; ... _.::;··\:~·-_"::-~'- _: ... ': 
!7-8 veces) en la concentrac:i?h extracelular de glutamato Y-sü'<JuróCi_<Jh 

fue mayor (30 minutos) (Fi~; ~): LÓ administración de dos frdch(oq~s·d~ 4-AP · 

70 mM produjo un aumefitó de '6-lvéces en la concenfrcició6;é5<ffaé!3iular 

de glutamato y lb concentración de aspartatC>'< hó ::·dl.Jméntó 

significativamerite, este incréméhto tuvo una duración.d~'i30minufos (Fig. 

9). 
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Figura 9. Efecto de la perfusión 
con 4-AP 35 mM, 35 mM y 70 
mM, durante 1 o 2 fracciones 
(barra horizontal) sobre la 
concentración extracelular de 
glutamato y aspartato en la 
médula espinal de la rata. 
Inserto. Gráfica que muestra.el 
promedio de las 3 
concentraciones basales y el 
incremento al pico, en la 
concentración de glutamato y 
aspartato. Los datos representan 
el promedio ± E.S. de 11 y 7 
ratas para 4-AP 35 mM y de 11 
ratas para 70 mM, *P < 0.05, 
**P < 0.01, significativamente 
diferentes al promedio de sus 
basales. 
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Figura 10. Micrografías representativas del efecto con 4-AP 35 mM, durante dos 
fracciones 5 días después del tratamiento observado en 1 1 ratas. B y D, lado 
contralateral, C y D lado ipsilateral. La morfología de las motoneuronas es normal, 
cuando se visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la inmunohistoquímica de 
la ChAT (D-E). Para la escala véase figura 7. La flecha indica el tracto de la cánula. 
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En las ratas tratadas con 4-AP 35 mM durante dos fracciones no se 

observó daño de las motoneuronas, a pesar de que se produjo un 

aumento significativo en los niveles de glutamato durante 30 minutos y a 

pesar de la alteración motora manifestada principalmente por las 

contracciones de la pata ipsilateral, (Figs. 1 O y 19). 

100 

90 

- 80 
:i 

o 70 

"""" 60 -U) 50 

.!!! 40 

o 
E 
c. 

: OBasal 
,. • NMDA 12 mM 

~·-~-3 GLU ASP 

~ 
~ 

o 2 3 5 6 7 

NMDA 
Fracciones 25µ1/12.5 min 

1

:: ~ ·~¡ ~ ~!fnª~to 8 mM 

"3_ '"1 :¡ i 

~ :: j L-=-1--11_ 

1-•- GLU 
! -o- ASP L ____ __, 

- 1 GLU ASP 
U) 50. 

.!!! 40 -

o 
E 
c. 

30 ~ 
j 

~+]~-,-~~~~~~~~~~~~ 
o 3 4 5 6 7 

Kainato 
Fmccioncs 25µ1/12.5 min 

Figura 11. Efecto de la perfusión 
con NMDA 12 y kainato 8 mM, 
durante 2 fracciones (barra 
horizontal) sobre la concentración 
extracelular de glutamato y 
aspartato en la médula espinal de la 
rata. Inserto. Gráfica que muestra 
el promedio de las 3 
concentraciones basales y el 
promedio de las 5 fracciones con 
NMDA o kainato. Los datos 
representan el promedio ± E.S. de 7 
ratas para NMDA y de 8 ratas para 
kainato, *P < 0.05, * *P < O.O 1, 
significativamente diferentes al 
promedio de sus basales . 
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Agonistas de los receptores de glutamato 

Las ratas que recibieron NMDA 12 mM durante dos fracciones de 

microdiálisis, o kainato 8 mM durante dos fracciones, no presentaron 

alteraciones motoras. Algunas de las ratas tratadas con kainato 8 mM 

presenta~()nlnc()~tinencia urinaria. , '( · ··.•·· .· . • ·· · ... 

Cuando se.adrninistrÓ.NMDkJ2~mM:durant~::dosJtacclones:no. se_ produjo. 
.. .. >. ·. > •> : .> ',\ ..••.. _\.:C; {/• é;S..(: ~'';·/!:•;i.···i;:}· ;;~·2·~}_7,·· ¡ > . 

un cambio· significativo·.eri.·los~iyel~s.extrq~elLjlarrs.·de•~lutamqt°:,pero sí 

~~ :~n:~~1~Fi:? 1~ l~:c~:~~;j~~~ilf~~j;~l~~l~~~~d~i~¡t~~~~a~~: 
de las motoneuronas.(Figs,;12·v"19i.·> ,, .. ··- :•·. ''. 

Cuando se realiz6'1a'qdmihisfrc:l¿¡ém'aekaicidtp4oo.µMc!ürante•una o :.. ·'.·· ;~ .. ~. -.·_,_. -:: ~;< }:> :r 'r_.·.·:-·' ~_:'..' ::_:-~- .· .. ~·-?~¡ _:--.~~::-~<'. /--'.:::;/ ·;,~::~- :·. ~/:<:·- ·: -º< · -. __ -c.: <~~ _ ./ -. . . _,· : ·_. -. __ .-. __ .-._; :. 
dos fracciones,. no, se ·º·b'servpóumentox;en.lós>nivel~s exfrácefulares de 

glutamato ni de g~p9rt~tpJ(d;~tÓ~~n·~-· ~osi~qdo~); ~~ perf~s¡Ón :~e· ~ainato 8 

mM durante ~()5'.•tf6c?icW~~}'8r()cJujb: uh ed'.u~erito; de A V'e~~s\en la 

concentraci9n}e~traC::e1Ü1ar de glutdrn.qtÓ y ·cl'e 2~;3¿es .en}a de 
1
aspartato 

durant~ 3o\hii~'Gf()s (Fig. 11 J. Sin ell1bárgb,' n() s~ 6t>fürvó daño' d~ las 
moton~ui~~<Js'(~Figs. 13 y 19). . - .•... . . .. ·. ·. 

Las' r0tas tratadas con AMPA 1 .2 mM b 2A ~M du~dnfe una o dos 

fracciones . de microdiálisis no presentórª~rí }(:ilfei()'ciónés fñÓtofos .. En 

contraste, todas las ratas tratadas eón AMPA 6 o 12<mM durante dos 

fracciones mostraron rigidez y contrá~cic>n~s·:cie ;la pata ,ipsilateral, casi 
.- •• :,·- º_ ... _ . _. • 

inmediatamente después de que se recuperaron de la anestesia. 

Alrededor de. 1 hora después, todds lós rdt?s tuvieron un periodo de giro 

contralateral, con movimientos bruscós·,de la. cola, y algunas de ellas 

empezarbh a :+orderla. Algunasrató~·pr~séntaron .incontinencia urinaria. 

Después ~dé 2-3 hora~ se inició la páfÓHsis de••lclpata ipsilateral, que fue 
' . \,' . • \ . ,:- . :. ; ·~- :-' '-'''°'/ --. ·:,' ' ~' ... '-. . . ' 

cada vez:llléls se'{erqhgsfo• que.ei'fuiembro.quedÓfotalmente paralizado 

después de, j~4 horas, ~~rn1Ónedi~n~() 6sí·hdst~ el q~int~·día ~n el ~u~llas . 
ratas se sacrificaron (Fig. 14). 

45 

---·-··~ ---- .. _ ... __ __ .. _ 



-.· .. .. t 
:·!' 

Figura 12. Micrografias representativas del efecto con NMDA 12 mM, durante dos 
fracciones 5 días después del tratamiento observado en 8 ratas. C y E lado contralateral, 
B y D lado ipsilateral. La morfología de las motoneuronas es normal, cuando se 
visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la inmunohistoquímica de la ChA T 
(D-E). Para la escala véase figura 7. La flecha indica el tracto de la cánula. 
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Figura 13. Micrografías representativas del efecto con kainato 8 mM, durante dos 
fracciones 5 días después del tratamiento observado en 7 ratas. B y D lado contralateral, 
C y E lado ipsilateral. La morfología de las motoneuronas es normal, cuando se 
visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la inmunohistoquímica de la ChAT 
(D-E). Para la escala véase figura 7. La flecha indica el tracto de Ja cánula. 
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Figura 14. Fotografia de las ratas tratadas con AMPA 6 mM, 24 h. después del 
experimento. Las ratas presentaron parálisis de la pata trasera. 

----------- ---·-
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Cuando se realizó la administración de AMPA 1.2 o 2.4 mM durante una o 

dos fracciones, respectivamente, no se observó un incremento en la 

concentración extracelular de glutamato ni de . aspartato (datos no 

mostrados). La administración de AMPA 6 mM durante dos .fracciones no 
· ;·-,·-,·, .. '+- r,:'~ ~.:,.- ,' .. ·~· -,,·;· ·,-_- .::;-:.:· .·i'.. ";: .·: ,-_, _.; .:,_,'." :! .:: . .. .,,··~--:- '._~,·-~., ':· .· .·.· •· "-

modificó significativani~nfe Id. Cond~ntrddó0 extraC:eluÚ::ir:;'.ci'e1fglÜtarnato ni 
: _: > .. ~"- <,~·:--:_ :-::;····:_·:~\~:-:~»~:·:<·.:~:. ~\;><-:·.· · __ -.;~~·/_-·_:i·::·_'.:\ ·· :·.::'.~:.-.·-- -"}~·< ("_::.,:, r,,:· .. ·'!:':;·~--~-:~::::-~:_·:_V<;:.:·_.:_'(;:\. '.._:_·:::? <.::>_, 

de. aspartato: ( fig ;,,.l'~) ,'mientras· que~c9ri;;12;rnfxtdü~ahteJdqs+fracciones. se 
º:': ::' __ _.: .. ;::·.~-~: :·<":\·~;~;:;{_~:~"~ :·:-~~: ~~:;: ::.·\:_,'-· \>'- ,;:'.~;~~:\ ::·:\_:•;- .. -~:-'~~..:: )!. ~~_:\-: i:-:~_>~ -;\~~:'~ .. -, ·i:j.'.~~. ';;_''<-'-:<~~-;.-~:<:·:~-~~'/- ·'._,:..?-; ·.-. ?:~~\. ;~é;~ :_~: __ ·. -\:_-~' 

observó·.·· u~ 8LJ rr]entoten·dos :n.iv§ll6:s'~.xtracélularés .-detglut(J f"nato~ de· 1 ~ 2 

veces, y la ~~;6~~1~tf::if~d~ :3f4 ~:~~~~;~fa~;~8fe1~()'!11igut'qs ·(~ii:,'"1'$): • ,. . . 

slgnlfiC:tlj~~n~~~~J~c~!~~cf ~~~~{,~t:IUI;~~: :~t~~tt:o2ili:: 
aspartat9 •• ·;:.'. .. st,N:s.~.;·.'i!i'r~~9Jº.~~L~.6·9;:;seye,r,a ..•. •.·.ne•u.rodeg~ner<J:8I?D·~····9e·.·. lás 
moton§lÚronaf\er1\e.l::·ast6:•.Yentrdl/cbnfÍ.rrnada por.viol.~ta· .. de:.c'resHoi'f·· P.or· lá 

inmunohistp~~l)frnJ~ci)kg~tr~ l~··ChAT (Fig.J 6) y e.n la fi~Jra .~7·~~·~u§lstra la 

degeheradÓn prÓdl.lcida ~on 12 · mM ·de Aty{PA: En. láflgur9 l/?'..s~:rn~estran 
los datos cuantitativos, que indican una destrütciól1 de rná~d~i.so %'de las 

motoneuronas del lado ipsilateral con AMPA 6 mtvt c::mr2W1~~~~~MPA la 

destrucción fue mayor, ya que se produj() ün: dafio del 1'odt3):i<31bs 

motoneuronas del lado ipsilateral, y dé aproxim6darfi~r1t~·tJn~Q.%éJ~11cido 
contra lateral. 

Para correlacionar la muerte de;1asmotoneur6has.cÓrr.ló adi\tOCión 

de los receptores AMPA, se cOqd~incistré>AMR~· t:m}0/26Ké¿1Y:cfotcigonista 

NBQX. Todos los cambios d6r1<::J~étu~les; •ihdüy~ndo la ~(J\;¿lisis, fueron 

bloqueados cuando se• CoadmÍriisfró·"este ÓntógoniÚa;. nó s~ óbsérvaron 

cambios significativos en' la c~ncehtracióri de glutamdtC>/. beró si se 
. _._ .· :· . ' -, . · .. __ ·_:-··:" -..,----\~-- i<·:.:.: ::<' 

observó un ligero aúmento en la concentración de aspaüafo (Fig'. 15). El 

NBQX protegió en un 60 3 contra la degeneración de las motOne'uronas 

que produce el AMP,A. (Flgs. I8y 19). 
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Figura 15. Efecto de la perfusión 
con AMPA 6 mM, 12 mM y 
AMPA 6 mM + NBQX 500 µM, 
durante 2 fracciones (barras 
horizontales pequeñas) y NBQX 
durante 4 fracciones (barra 
horizontal en la grafica inferior) 
sobre la concentración 
extracelular de glutamato y 
aspartato en la médula espinal de 
la rata. Inserto. Gráfica que 
muestra el promedio de las 3 
concentraciones basales y el 
promedio de las 5 fracciones con 
AMP A y el promedio de las 7 
fracciones con AMP A + NBQX. 
Los datos representan el promedio 
± E.S. de 8 ratas para AMP A 6 
mM, de 11 ratas para 12 mM y de 
9 ratas para AMPA + NBQX, *P 
< 0.05, **P < 0.01, 
significativamente diferentes al 
promedio de sus basales. 
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Figura 16. Micrografias representativas del efecto con AMPA 6 mM, 5 días 
después del tratamiento obse1·vado en 8 ratas. Nótese la perdida de 
motoneuronas en el lado ipsilateral, cuando se visualizan con violeta de cresilo 
(A-C), como con la inmunohistoquímica para la ChAT (D-E), y la 
preservación de la morfología normal en el lado contralatcral. Para la escala 
véase figura 7. La flecha indica el tracto de la cánula. 
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Figura 17. Micrografías representativas del efecto con AMPA 12 mM, 5 días después 
del tratamiento observado en 1 1 ratas. Nótese la perdida de motoneuronas en el lado 
ipsilateral, cuando se visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la 
inmunohistoquímica para la ChAT (D-E), y la perdida parcial de motoneuronas en el 
lado contralateral. Para la escala véase figura 7. La flecha indica el tracto de la cánula. 
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Figura 18. Micrografias representativas del efecto con AMPA 6 mM + NBQX 
500 µM, 5 días después del tratamiento observado en 9 ratas. Nótese la 
protección por el NBQX contra la perdida neuronal producida por el AMPA, 
cuando se visualizan con violeta de cresilo (A-C), como con la 
inmunohistoquímica para la ChAT (D-E), y la preservación de la morfología 
nonnal en el lado contralateral. Para la escala véase figura 7. La flecha indica el 
tracto de la cánula. 
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Figura 19. Número de motoneuronas en las astas ventrales en las ratas 
sometidas a los tratamientos señalados. Nótese la perdida de motoneuronas con 
AMP A 6mM en el lado ipsilateral, y su prevención con NBQX. La pérdida de 
motoneuronas ipsilaterales con AMPA 12 mM fue total, e inclusive se observó 
daño del lado contalateral. Los datos representan el promedio ± E.S. del número 
de ratas indicado en los pies de las figuras 4, 7, 9, 11, 12, 15, 16 y 17, *P < 
0.0001, significativamente diferentes entre los datos señalados. 
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VIII. DISCUSIÓN 

En este trabajo se estudió mediante la combinación de técnicas de 

microdiálisis, neuroquímicas, inmunohistoquímicas e histológicas, la 

correlación que, exist.e ,entre. un incremento en la .. concentración 

extrac~ll)lªr:t~~X:gl,utCl[p9t.6 .. ~'.1a .. n~.ur()d~~~en·9:(aqi,Ónen:1a;Qi~d9.1a •.. ~spinb1.;·in 
vivo.Con.los••.r~sü1t.a~o.s·~o.btenidos .. rfode·mos;co~ncl•~ir;qpe~'1a .. dc~rcnu1a.ción 

·1as· 

.de 

las 

en la ·concE3ntrC:ic;i~n ~xtrdc'e1L116r.·d~ JariÓs rieu(otrdns.~i~6t~s-"Pbr·I() tanto 

es posible E)'.~tud,iaxcambios en la libemción in'.vi~~'.~n·r~spuE:lsta a varias 

condiciones' experimentales. Estudios de la liberaciÓÍÍ de neurotransmisores 

y aminoócid()~, por microdiálisis han sido recili~ac:l~s principalmente en 

regiones cerebrales como el hipocampo y él estri9do (Massieu et al., 1995; 

Morales-Villagrán y Tapia, 1996; Massieu y T~fpia;; 1997; Tapia et al .. 1999; 

Peña y Tapia, 1999; 2000), pero hay pocos estudios por microdiálisis en la 

médula espinal in vivo. Sundstrom et a1.'(199sLrnostraron la liberación de 

glutamato y aspartato por la administra'ciÓn ~or.microdiálisis de 100 mM de 

potasio én ló niédüld espinal de Id rata/ Erl·'dtros estudios se observaron 

incrementos impqrtantes en la concentrac:iÓn :e~tracelular de vdr.ios 

aminoácidos; incluyendo glutamato, en la 'méd~ló espinal ' in vivo, 

producidÓ~ ·P,ºr el traumatismo mecánico de la n1édula (McAdoo et al; 

1999). Sir,):<7.fr1bargo, en estos trabajos la cgnl)lc:J _d~ microdiálisis utilizada 

atraviesa .horizontalmente las astas dorsales de. 10 médula espinal. Por lo 

tanto, nosotros recurrimos a la metodología usada por Sundstrom et al., en 
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Ja cual, se usa el mismo tipo de cánula introducida transversalmente en el 

asta dorsal. pero sin tocar el asta ventral que es donde están las 
- - ---- -- --o_ 

motoneuronas. Es de importancia hacer notar que la cánula de 

microdiáJisis quenosot.r()S usarnos.mide sC:,lol ... 111m.deJongitudx0.24 •. mm de 

:~1:1:~:1:b?r~~~ªf iLi~c~J~~ff,~~~%d~1~t~~d12:f % ~~~tg~~~::: 
.•. -, ,( . ·,",<>;· .. -., ·':' : ~,-·. ···--'~ ..• "" r 

ventral .. contrq1ateró.l·•·fún;Ción-a···cór1ló •. ~ontro1; cabe.,,,erfo1.ondr •• q.ue.·no• hay 

ningún tra'baj; ·~ncJq.~lit~•rdtu;~Í ·~n···.ciÓkd~ /~e :h~y'ari ~;d~i~i~traqo. por 

microdiáH~is 'Ja~ ·•.·. qrbg(Jf ·~ué .cic:i~[ ···usqm~os ··• ~ar'{; incrementar la 

concentr~~iÓn ~~t~tjc;~1019; de glutdniato y cbrrelacionarlo co:n el daño en 

las· motoneüronás: 
- "-~; , .. __ -· -j'.~-· _(i{-; ;.l: -~ . :_:., - . ' ·. 

Se hci rep'Srtbci() previamente en el laboratorio' que al administrar 
••••• J• .-·· •• ' - ,,•' -- ·:. ' ;· •• - • ' •• , • ·, - ••• -. 

una a1tO.con~.entra(:iónd7 .pot&J.sio,se estirr)u1<'.l.Ja.••1iqerqción.·.~agl~tamato 
extracel~lár irÍ vi~o·· ¡M()rqles~\filfqciréln Y;TClpfc:I,, l996;' R~ñCI v.·r~fr>ia, .. 199.9) 

pero ésta liberacióri.···· ;'~ir 9t?fürn~tó'. :no; •caúsd :9,pilépsic;i ni 

neurodegeneracÍón d~¡· 6iPP~.9riJpó;'_i:~tds. res'uitdcids .··sÚgier~11 qu(3 la 

liberación de glutaniato. ng ~~ª~ 1~~ terrAinales ~iriapticas sin&más biefr1 ·de 

las células gliales y de 1ósiorf1·65:1neufonCl1es, por 10 que el glúfcitnató Ao es 

capaz de llegar a sóbtem:ti~ara los réceptores de glutámafoi EstCJmÍsma 

interpretación puede aplicarse a nuestros resultados con alto potasio en la 

médula espinal. 

Inhibición del transporte de glutamato 

La hipótesis excitotóxica de la SALS surgió debido a una serie de estudios 

en los cuales se encontró que los niveles extracelulares.de glutamato, tanto . _.. . ';. - ,. 

en plasma (Plaitakis, 1990) como en líquido cefalorgq l)íc:f~o (R<:>thsteiri efaL 

1990), estaban aumentados en los pacientes cOn\;~~~ Otrós:hdllOzgos 

demostraron que la actividad del transportador gfial de gluta'.mcÚo (EAAT2 
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o GLTl) tiene una menor actividad en la médula espinal, y en la corteza 

cerebral. en los pacientes con SALS (Rothstein et al., 1992, 1995). por lo que 

la disminución en el transportador estaría causando una excesiva 

acumulación de gll)ta111qtp ~n el e:lSpacio sináptiq:> y. er1 consecuencia 

sobreactivarra···su~:·ret~ptor~~;lo q·ue. culmi.naría ~h'~dege,he[aci~'n•· c:le.las 
t • :• • • - < ' .,,, ., e > • J - • ,"' • •C • ', • ' •• • •• •• • -' • • - ''·('-,,.'• • ,.,: • _, ·, , •• ,·.,., 

motoneuronas•.~p'.6r_ 1aL'.serieLcie;c mecanismos~qÜei:se~ revi~arc5rí ~erL la-.. -
.-. • - - . - :-: - -- ,'.- . -",.': .-- .. --~ ~'.·.: - ;_:·,- ~~ '. ;·.,, '-. - ¡f.'..' - ', --, -·.: ': '' .. • - ; .. '.''-e ,,.-:::··' ;, 'f-.:, ;. '. • ;'."•; -:; - :,·' _, .. ,¡ •:,_>:· --~--~-('-;' .- '). _'.' -

introducción. /::. -~'.?.::_---~'.·:-,:;~-~~:.·,\:-::.y·:,-- , .-,~ -
~-'-<'; 

una de las princip.~19:L ()p~rtaciones del •pr~s~'.qt~}tS~~W~"c•~s. la 
demostración de que .. ne>>ti'c:iy -'correlaéión entre el. 'iricremento éh la 

,• r ,- - -'e;- • '-•' - - •.: -, • - ,.: ;;": •• .. ,,-~;,;: ·" ' "'-;_, -;;• ,-,-,, ,. • --

concentración extrace1ü'1a(de glutamato y el daMo de' lós rrúSt6heurdnas, 
"'":':· •• ,,-• .. ,,,•,• •.,. ' • • ., ,"."'.''•o•• ',•., • " • ':•)'"'• ''"" ,·;•·•····••>"o·••" 

Como se muestra.'enlos resultados, los niveles extracelula}esde glütÓmató 
- .- ., :- -.~,e_;·;~~;-:-:,,':,_,_· ·:.:<:~- ·'.~_: __ -'. - .- , . ·:-: ··-. - .::,-.-:::_·<·:_·:~.::".¡::'.:if·.~;··:;;!~J;,;';,:::;·~\~:~·:·::;~'J;·~-=-~~J:f-~;_-.;{· _:.~-'-. 

se incrementar()n J>;()r[!3L~PC v9rids veces s()pre;E?I X<:ltW p.gsal;;.dur9nt7 [nas 

de una hora Y.ª· pesaide•·este considerable aunie'nto'.nc);s~;o&servaron 
alteraciones ·conductuales _ni d~generadó~ delós• rnÓfoo:~~ro~cis .. •·En .. un 

estudio in vivo con otro inhibidor del transporte d~ glqta-,:;,aJo; elDL-treo-p-
' , _- '. :· ., 

hidroxiaspartato (THA), administrado en el espaéio subarac'hoideo d través .. - ;.~.. . .. 

de bombas miniosmóticas, tampoco se observó daño neuronal aparente 
' . 

(Hirata et al .. 1997). Por otro lado varios trabajos han demostrado güe el 

incremento de los niveles extracelulares de glUtáiTlató • in vivó póf la 

inhibición de sl! recaptura con PDC no es sufici~ht€3 pa[cLbrqyocar 

neurodegener<~}i<Jn. ni en el hipocampo ni en·_~,;;estr~ó80-TM~1ssi~J.~étó1:. 
1995; Obre~o~fich et al., 1996; Massieu' yJ T~pia,ii~97rL}~¿.~jSbsible. 

: ·. ::. ,<-... ' , " . ·.: .. • ; , , - .. _ :·c.-:· ;.·. ··- ': /,; .. -· .--· .. ,. . .... ,·· ·" . 

~~9~~~~ªf?~§~i~€~~1i~~~~~fJ~r~Ii~d~d~~~~~~l~~1~~~~!f[ª;.~ 
En cu1ti~JJ,of ~ctf/8(~\S6~á~'c"}~,4~¡~if~~~~J~~~f~i¡~1h}~t,;~Gi 1~?3), Y 

en cultivos. corticales. (Velasco et. al;j'J999; yolterra~ef<ól:i ;1996), los 

inhibidores del fran~porte de glJfomófo ~rÓdu6e'A rÍ~urotóxiC:idaci, . y en 
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cultivos de células hipocampales la toxicidad fue potenciada por la 

exposición al PDC (Robinson et al., 1993). Esto podría explicarse porque, a 

diferencia de lo que sucede in vivo, en los cultivos el glutamato 

acumulado·poé:JríanfócilmE)nte llegar a.sus receptores postsinápticos. Otra 
'._ - . ,.- -- ,. '•,····--·-·-. ', -, .. -.-' ,_ '": '· - ' .. '_, ... -; .. 

posibilidad. ~~;qye,jc:i ¡~xC:itabilldad neuronál l:),.ue.dg;sé,~ modificada por las 

interacci6ne~~qu,ééóc'l.J¡.ren .entre. otras .neuroílas"y:,¿·oni1a~giía;· Esto_pqdría·· 

ser lac()u~'ó~e'l~s'°difeÍencias entre los estudibs in''.vf~G¡iy:16s~~~tl.JCl¡()}iri··~it/'o. 

aume~t:.·l~~f~;~JL1~:n~r:;:~ :::~:~:1~~u;~~1Ú~~~¡i~j8¿~~~~~~~):: 
espacid:~~tracelular como resultado del pJ9quJ8. €lh súíécapt&r<:l;in• ~ivo, 
aun ~l.Jr.~n't~ '.: 60~90 minutos, nq . ~s ';•'. sqfi~i.~fü~'.~T B?rc9 ··•···.··.· i~~ucir 
neurodeg~_he'r~ciónde_ l_as rnotoneu.rpn9s(ed 1~.-Qiédui~ó espi~ál. Por lo 

::n~~~º~=~~, 1Z~6~ci~~21: 1:i~f r1~1:¡,g/1;6¡i~#~l1i9lf~o:~jtfa ~~u•~ 
o mecanismo que genere la ALS. Sin embargo la pOsibiffdád .deLqÜe un 

. . . . ·. . , .. ' . . : . ,: -~- ¡-,., .. · ·:,.. ' . .. . 

aumento crónico del glutamato extracelular pueda indüc:ir'~~dt.ptC>~icidad 
no puede ser descartada. 

Aumento de la liberación de glutamato 

Los animales tratados con 4-AP, inmediatamente después :de la·. infUsión 
, • ·_ • • • , ; :. ': _,~ cé 

mostraron alteraciones motoras, principalmente confrcl<::dOnes ~e 1 la pata 

ipsilateral, pero estos animales no mostraron paráli,si~, ni n10efte· de las 

motoneuronas a pesar de un notable aürrieki()~>;tfah~ifdfib en la 

concentración de glL)talTJg,t9, Estos resyltgde>,s C:onfirmao la acción de esta 

droga, queprodl.ice\id\Hberádón cie'llébrófransmisores tanto excitadores 
-.-_ ••• ,>,'i"- '·';..-'·"·····-.. -:'. 

como inhibidores ~h fdi}t3rE3htés preparaciones in vitro, en la placa 

neuromuscular..répg8~~~tdi. d~ cerebro y en sihaptosomas (Tapia y Sitges, 

1982; Tapia et al.i 19ss{, así como en algunas regiones cerebrales in vivo 
(Morales-Villagran ef al., 1996; Peña y Tapia, 1999). Esta liberación ocurre 
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desde terminales sinópticas, ya que es inhibida por tetrodotoxina y por 

antagonistas de canales de ca2+ tipo N (Peña y Tapia, 2000). 

De lo anter.ior se desprende que el glutamato liberado en las 

terminales pre~inqptic,as.,,por .• la.:accipn>de Ja .• +AR .iue:ga. un. papel 

impórtqnt~ ~.h ~¡9Gr}{~'rúo··.ci~:1¿}~~~Jt~·~¡1¡96,tji~.#'.\lp;·:·q,·910.o~Gr~nasen la 

:~~~HE~J'~~~1¡~~~tfit~I~~~~~~~f ~~~I~t~~t~~~t~1~~::, 
hipocampo , ' ;f,: viv~. que pfod~·c~.J::;i~'tédsa~~L· .;~·?fiv~Tst§'n~~ y 

neurodegene;CJ~ión (Peña y .Tapia; 1999; ;~~:aSJ)¡;··~E,~·;().:· s~gie.í~:-9~'? las· 

motoneu.r8nas·····espinales· son más resistentes';.~d{;'ia~·e~citotC>~·fciddci•·•· .. Pºr.•.· .. el 

~=~~:~~t.~;:I~;,~::~:~:;;~~~~If \~~}t~~~J~iil~l~if~°'di~ 
excitotoxiciq°:? .sobre las mo.ton.eyrqx;i·as,:sop· 1§~ r,~c~1pfgr~t:·~®~"· :gorrio se 
discute mós ad~lante. En.el c'ci'~c)'·-d~(hi~o~¿fu'~ó;;l~s'':agla;~"o~lst6~ de.los 

receptores NMDA fueron más eficientes que los de AMPA para proteger 

contra la epilepsia y la neurodegeneración producidos por la 4-AP (Peña y 

Tapia, 2000). 

Sobreactivación de los receptores de glutamato y neurodegeneración 

Cuando se realizó la perfusión de NMDA no se observaron cambios en la 

conducta de las ratas tratadas, ni neurodegeneración de las 

motoneuronas, aunque sí se indujo un incremento en los niveles de 

aspartato. Young y Bradford (1991), administraron NMDA por miqodiálisis 

en el estriado•·. de. la" r9
1

ta-y ~.bservórO?.•Clumenl()s.en lacon?.entrdción• de 

aspartato .. · .. Y .91utci'.rr1.cit6.f.:~~s~ncl~fr~;~·~·~~t¡•[(l,i.',:% ~i.sJ,~~c)~~~~y§tc>h~L .• Jg~bién 
aumento en la cohC¿ritrocióh éle.igiútamCito\enHai'Méc:lu1a ,·esplnéi1 d.e la 

' \ .. - : ".. - "' ' .. ·, ' 1··--0 . ·:: . . · •.• ,·, • • :- • ...,.. "~·- :, ., ,. " ·,· _.:,,_; 

rata por la administraCión por mic~ÓdiÓlisis de. NMDA. E~te aum~ntÓpodría 
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deberse a que la activación de los receptores NMDA puede estar 

acoplada a la síntesis, liberación y difusión retrógrada de ciertos 

neuromoduladores como el oxido nítrico, el cual puede difundir a las 
. . 

terminales sinópticas y aumentar la liberación de· aspartato (Sorkin, 1993). 
_·- -:_,_ ·.--... < -, - ,- ¡-e_ - -, '.,'~-~ :: .• ;_-o_., __ ~.-;-.·.--·-'¡=;~.--;,;;·','.-"--:·~-·._ .. -~,:::;·, __ :<-o!' . .:~,,.!~'i:._,:-·:-;<''···:''!;~·-- :-0 • ,-

Otra .·.pósibilidad''es·: qÚe Un()· porcióh' de :esos .;f~ceptores !'pu'~don' estar 

loca.li~9?Ps.::.~h~-slg9Ri~¿-ºrll.e~.te; __ .Y-9L~s_er.~c:i.~ti~~~ps,;~~-~r~~1 •. ·~~~9~:~R8dríp_ 
incrementar 18 ·Ebn~udancia de calcio en id terrf¡ln'c)I 'nervidsq y pór lo 

tanto a~m~nt'qr·.1b Uber~ción de aspartato (Bu~j()s.E3(,~1.:;{1§~:2J}~(~.efobdr~o 
no hay UnCle~~Hcadón clara para esta obsérvddÓ~·: ' <> C.• : / 

.. L(): ¿;~f·u~iÓn de kainato produjo un. aum¿~td~··e.n:.@-2:o~·sehtración 
extracelular de glutamato y aspartato, P(3~~ ;tbfo~pª~éD i,;i+&o~~r,ypron 
cambios conductuales ni degeneración<d~lps·.·fü8.tc5fa~0ro~ñas.'. En .·el 

=~::~;o~ei~0 1:~~~~:e:~(::~~~=:~~1:~~~~~i~~i¿]~[J~~~i~~'f ¡d~J1~ 
1988), lo qué.~p.ódría. deberse: a unc:f Oc~iór:i::ci'if~·¿td.delikóiriafo· sobre . ~ ,,' -;···,·,,,:~;,·' •:,·,·· -,.: , .. ~.-- '."," .. ·,··;.· ,. · .. '.·~:. ,·· .. · .. -,·',"· ·.,.;··"··:··:'",.", ·-.-~·-··.·.·;·.·:'": ·'·.·-- .-:· : 

ratones· pr()dujbiynli.mitqdo/daña··-·d.é las .·fo()t~n~ur(>nqs,··· mientras cil.Je el 
,· . ,. ,· --~ ',-. .. :~·· ' '., '' -. . . - . ' ' : . ' '· . ':• • . ' >· .- ... - . -. . . . . ' • . '.. . •' . . . . . ' 

NMDA ne). pl"ddujq!dafió íleuronal; pero .si se o~s~rvq¿:dá'fi()~ prinC::ipalíliente · 

de intern~úfó~ds (Uicay UrcÓ, 1996). Hu9ori'."etá1Wi'i~á9);~icibs~rVBrohtjGe la 

administ,r(Jcióh intratecal de kainato eh la rnégl.Jlq ¿~pi~al.;d~.'rqta;produjo 
daño neGronal. En otros trabajos in vivO 5(:; ·tj<§~ds}r&Cili-Sja qdth!niStiqdón 

"·: . . . - ·, ,. · .. • - ' :, ,; .. "·. ':· ( . ' - . ;. -.<~'. " -,-;:~,- ,. -:·-- ·.,_' , .. ' . ; :· ' ' -

sistémicd (slJbcutánea, intravenosa .e int.Íap~rifOn~?fJ"d~;ó,'ti~p (idorriélico 

que es un análogo del kainato; así comÓ~lard§n1ihist~pcíóA;.5ÜbdtaS:n~idea 
de kainató y dé. ácido ·acromélitó'~olB brS8~JÓ\d_n'· .. 8gá6'.r.';·~I~ctI\lóde 
interneuronas · en· 1a·· medula· espinal.·. (stilíl~~{ 6'i:,·:i1.9$~:i·:RJl8n"iv :~d1<at:hu.ra, 

'· :'· :.· " . , . .: '-"·'' --. ; ., ·-, ·;::...~'. -~-··.;-., ; . ·- :-.:~., ._,_.'.,·: ,,.-;,;·-, . .. ~:;e: r»',,; : .. -, .. 

1995). Eh un,éstüdio in vivo con inyecciqn lhtrdespindl éori~dbsis.niuy.bltas 
de NMDA se observó daño neuronal, pr~d_gnjlnÓ_ht~rJlªrit~ '.én':el 9sfo 

dorsal, pero no se observó un daño aparente el~ l~s motc3'n~ur6nas (Liu et 

al., 1997). 
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De especial interés es el hecho de que nosotros no encontramos 

efectos neurotóxicos de la administración por microdiálisis de NMDA o de 

kainato en la médula espinal. Esto es inesperado en vista de que .la amplia 

gama de datos ,en )a JitE=;rc:ttl.Jrp.?~etill)PliC:,ªCl¡l()s r~cept;res;N~DA .. y 

kainato en la rnu,~~t~tn'~.urÓnqÍ. ~·~tg;dif(3r~nsia,S~;d~~~1pr,q~s)~l'.(3~ente al 

hecho de qGe~1Ü-méd~la~~spJnÓ.1~d~' ia r()Jd-Pcis~e·)é1dtivci'men'te ~oCa o -

nula expresióri''d.~RNArn. Q;E319s'difer~ht~s·sul).únidade~··cié{10~ r~céptores · 
NMDAy de ·k~i~'atg ~n 1á/qstas ~~~t;a.les)Wi~de~ ~f~I, 2000: petrali~ et al, 

2000) .. 

En contraste, la perfusión con AMPA no moc:Hficó los niveles 

extraceluJares' d~·. glutarnato y · ~spartcito, pe~~ todos IOs a~lmales 
,"· . . •• • ...• •. ...- •-, - ., •· .• _ •. - .•. •¡ 

presentaron parálisis de la pata ipsilqteraL'E~tosre~ultad()s sugieren que las 
·: :_,,,:.--·· •. ;··;·-.·· -,~,L-~ ¡ .. : :· ·.;:;··;"·,;:_··:'·',>.'e·.:.·.:··· .. · ... -·:,;"···'.; .. ·~:··,.-«·-·-: .. ·--.··:._:.·.·:·.'-·~-'.'.'\:··· -- . 

motoneu.rpnOs·.·.son." •. alta11"lerif.evu1.~erables_'a1.dd70P()·r•.•1a .• 'so.bff3activación 

~~;2~E1~~~~z~1~~2ei~~~r~t~1~~~~Gi·~1,it~~~v~~~~d:~ 
cultivos Cie<rH~d01(]'/, ~si3iríCi( )tdhioiéíl"~·s~; tic:t~dernC>sfr~C:lo .. que 1as 

motoneuf.ph,g;s~~bri~rn~s/,~L)ir~~iÓpíe.s\;a1:d~~6.rr;~diad,o· ;por los· ... receptores 

AMPA én,cdm~o'r9cief,r,l'.;d;:1d~ n~uronds del.aÚa'ciorsa( (Ca'rriedo et al., 

1996: variT tj'~?t~<V~211,(~f~1.?,;#cioc{: \/()~ bér ·~~sch y Ro~b.ér¿c;h,· 2000: 

Vandenbergfre ét 9'1.}.2000)'.i ';< 
Lo c:lnt~ribr .i·~dfr-¿H:icJbíia 'müy bien con la distribLJdóh· de los 

receptor~~ AMF6;.·~r<í2f ~§é·dula les~in91,: yd que'ést6s ~~.expresan 

~~f ~;;:~~:~ej{~~l11Jl1ii~~!;Wli!ti~i~iiii~i; 
mediado por los recéptor~s i\r0PA. ~std :corif1l1~ió~ s~ ·~onffrmÓ. ~uy 
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claramente por la perfusión del antagonista de los receptores AMPA, 

NBQX, que bloqueo totalmente las alteraciones en la conducta motora y 

la parálisis, y previno la degeneración de las motoneuronas producida por 

la administración de AMPA. Estos resu.IJados. son consistentes con los - . - . -- ,. - . _,_ -- ··--- -_,_, ,=-, -e'--

efectos neuroprote~fores Cde . los··· axitc:igohisfo~ .•.. de 1 os receptores AMP A 

sobre~.el .... daño ... en .Ja,.~m.éd~.l~f ~~pi8~~l.i_l?~f;;i~(J;.Wº9.ucido .•.. por• .. ·A~PA .. 
(Nakamura et al., 1994; Liu :;·E3t~··aJ~;;•cl99{·Hirata-,:eté:aL, 1997) o in vitro 

~::b:~d~:: yk:~:~:r;~Rrlf~~)~i1~i'~~J~·~f~i~~rl:~~~?~~~fk 2000

' 

La razón de . la rriuerte·.s~1éditc:i/c:ú~,.·¡g~ r¡;,otbnéurónds ~n,· la ALS. es 
• ' - • •J ,. •;i.~~ ·~·-.,·--:;>:;•·-~·/f ,·'o,--::-:-"."··;·/.· '' •~"'' "•·· • :::¡'.•.-"-. •' '•,, ••' ··~---' " 

aun desconocida, · .• pem/hoy}•~~g:,fü~pi~.~t~:·~vi.~;~~~i~f gu~: .ifriplic9 

:::::io;:; ·1::.,:~~~~~0~~7~~1~;~~~\~~fit~~4~tii~~.1~t~~~~r= 
tipo AMP~: estóh. ; ·~qr:ifril::illVeHc:i.9 a '/10T rhU~rte\ ;.~·electiva/ de las 

motoneur()nas;coíl1C>-s~i~hd:d~:.rr1~6stród.o·.··en.•estu.di.os•·tant6'.1fi.~¡~()·~·.(H·~·~o.n.et 

~61~:;:¡~ ~~°bfü0i.~~1~1~v¿~¡~~ªi¡º~IT;~~·~~,~~gs~~is~~;~~*~~!:~:~'. 
2000); . EsJa ·.vulqer()()Uicl9dicd§5 · 1as > motoneurófías R.9<:;!(í<:ú;;'q,~~~Js~/ CI ló 

~;;,:;~t€:t~~:f (~t~~J~J~~C:f )e:~t:~:::;;~1t&!tí~t~~1~~: 
estudios en cultivos de motoneuronas, en los.cuales se h'a 8bs'~rv6do 'que 

la muerte neuronal es dependiente de cal.ti(); i31 cyql pen';tf9 por los 

receptores AMPA que no tienen la suburiidad CluR2jyQ~:qU.e21~ :.tc:>x{ricFde 
. . ' - :··-,- .. / .. _- . ' .· ·.·: . :. ---·-',-'>.:c ··?':·. :,;,-' ' 

araña Joro, bloquea selectivamente estos rét~p.tor~s :;..fV\pA,: y!prqtégió 

contra el daño neuronal (Van Der Bosch et ál., 200Q; Vah gef,B6~C:h y 

Robberech, 2000). Otros experimentos realizqdqs .. E31l •.. tl.JltivC>~ de 

motoneuronas para identificar la presencia élé . réC:::~ptor~s AMPA 

permeables al calcio, es con una tinción histoquímica con cobalto 
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(Carriedo et al., 1995; Carriedo et al., 1996; Terro et al., 1998; Van Der Bosch 

et al., 2000; Van Der Bosch y Robberech, 2000 ). Los resultados de estos 

experimentos concuerdan con la conclusión de que la entrada de calcio 

vía receptores Afy\PA permeabl~s al caldº son los: respons9bles de la 
·.;.>-:, 

selectiva muerte de las motÓnéurónós.>'·. < f '. · ..... , ' . .·•·•···· • •. 
Nuestrosé: .. ~r~su.ltCJd~s~- de ·~·.10 :. ti~lecti~m; _yul~erabilida~~'i:.de las -·- ---- - . - - --.--·--- - - ---- -- -- - ----- -· --...,··---, ---.-- :- . ...,- --- - ---·- ------- ,--:r:-: e-· --

correlacio.nan con la hipótesis en la cu91 se propone Cll.Jei~lo.sreceptores de 

glutamato, particularmente lo~ rec~·pt~~r~~ tlpc{ AM~~A·;.~~d~í.cm estar 

participando en la patogénesis de la ALS: 
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IX. CONCLUSIONES 

1 . La inhibición aguda del transporte de glutamato con PDC produjo un 

notable y persistente aumento en los niveles extracelulares de glutamato, 

el cual no causó daño de las motoneuronas. Estos resultados contradicen 

la hipótesis de daño excitotÓxic~ como con~ecl.Jeh'cia de Una disminución 

en .la función d$3ºlosJransp6rtadorE3s~d_e~glLJJ·a~at~.-.____ .... 
,-.,_ .. .. ]>--_., ,:..-. ,.,_-_ .. •','•". ·,:· ....• ,,),•. ·:··,''.,'.''.· .. - -' ,,_. ·,·', .. · •. _ .-.·· '·J:·, '¡·- ,.. , 

2. El aüm~nto ae;]~1J'tamatC:> ~~dÓg~-nÓ.'e~trd8elular producido por la 4-AP 

no cau_s~ dgñ()·~~n\1a~~fo9tc{~~yr6.7ai:e·spi9ales, pero sí contracciones en los 

múscUl()s.c.9ri~~~6ri_ª-i~h_tif-:I~:s;'~?iu~i~r~ ;que- la estimulación de la 

liberacióíl qe91L)tqm~tp .. p9r;1a)4~AR · tue ·suficiente para sobrexcitm a.·· las 

motóneuronas ~erb: no pdrgprÓdudr neurodegeneración. 

3. El eteét6_\~~~fr§J~~is~·1dei.:AMPA demu.éstra que estos Í(3c~ptores sí 

pueden ser fobf~tftti~a-dós 'en las condiciones experimentales:empleadas, 
•. · · :¡:'·-> .. : ·i!ó\'·,:::~.~.s·: ,:·;¿.·.:-:,:_~-··: :.-.·; -.-. : : -- . -·· : .. -._, .... :·: .. . -,:~··'··· .. · . -.. ·· . , 

y que com,o:e:on.s~C:dé9éia se produce la muerte de las r11oton~urónds y la 

parálisis·. g~·(().~~CJtd;1ip:~iJ~{(3rql. ;·Est(7·. trat<Jmie~to •••. pu~d~.·. :s.er>.u9-modelo 

experime8tdlidern·?~rfe'dérn8t.oheuronas seffnejmite •a la'ALS. , ..•... -.·. 

4. EÍ efect6,~r~f~dt~r'.d~I antci~onista de los re~eptores no-NMÓA (NBQX), 

contra' la{ ~·b~ttcú::~iones de la pata ÍpsUateral, contra: Id pórÓlisis y la 

muértede 1C:lf mÓtoneuronds, confirma la participddóh de los receptores . . ,. - "- .-· "- , ' . ~ .· .· 

AMPA. 

5. Los ef~cfos c:le los agonistas kOinato y NMDA en ías) cÓndiciones y 

concentrdcibnes empled.dds no ~redujeron daño, probablemente por que 

este tipo de t~d~"pfor~~ rio son·muy dbuhddhfes.ehla~dstds ventrales de Id 

médula ·espin~I, ~íl co11trcisté con los réC:eptores ';\MPA. 
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