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RESUMEN 

 

La esclerosis lateral amiotrófica (ALS por sus iniciales en inglés) es una enfermedad 

neurodegenerativa caracterizada por la degeneración selectiva y progresiva de las motoneuronas, lo 

que causa una parálisis también progresiva que culmina con la muerte por paro respiratorio. Esta 

muerte de las motoneuronas ha sido asociada a la excitotoxicidad debida a una excesiva 

neurotransmisión glutamatérgica, particularmente por la sobreactivación de los receptores tipo AMPA 

(α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato). Previamente nuestro grupo desarrolló un modelo in 

vivo en rata de muerte excitotóxica de motoneuronas espinales en la región lumbar por medio de la 

perfusión de AMPA por microdiálisis. Este tratamiento produjo una parálisis ipsilateral permanente y 

la muerte de las motoneuronas por un mecanismo dependiente de la entrada de Ca2+. La concentración 

intracelular excesiva de Ca2+ daña a las neuronas a través de varios mecanismos, entre ellos la 

deficiencia de la función mitocondrial y trastornos del metabolismo energético, y el aumento de la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). Con objeto de estudiar la posible participación de 

la deficiencia mitocondrial y del estrés oxidativo en la degeneración de las motoneuronas, probamos 

los posibles efectos neuroprotectores de varios sustratos que pueden actuar por medio de dos 

mecanismos, ya sea estimulando el metabolismo energético o como antioxidantes. Estudiamos el 

lactato, el α-cetobutirato, el β-hidroxibutirato y el ascorbato a diferentes concentraciones, co-

perfundiéndolos con el AMPA por microdiálisis en la médula espinal lumbar de la rata. Se realizaron 

evaluaciones de la función motora con la prueba del rotarod y los análisis histológicos del segmento 

lumbar perfundido, y se correlacionó el número de motoneuronas con el desempeño motor. Se observó 

muy buena protección con la perfusión del α-cetobutirato a una concentración de 20 mM, tanto 

histológicamente como en la conducta motora. La perfusión de β-hidroxibutirato y lactato también 

protegió de manera significativa pero a concentraciones mayores (50 mM y 100 mM respectivamente). 

Por otro lado, la perfusión de ascorbato ejerció solamente una protección parcial aun a concentraciones 

de hasta 50 mM. Nuestros resultados indican que las deficiencias mitocondriales y en el metabolismo 

energético están involucradas de manera significativa en la muerte de las motoneuronas espinales 

inducida por la sobreactivación de los receptores al glutamato tipo AMPA in vivo, y que el estrés 

oxidativo parece estar participando en menor proporción dada la protección parcial ejercida por el 

ascorbato y por el hecho de que los otros sustratos también tienen propiedades antioxidantes.  

Concluimos asimismo que existe un umbral en el número de motoneuronas necesario para prevenir las 

alteraciones motoras y la parálisis, ya que el análisis de los resultados obtenidos con todas las 

condiciones probadas en este modelo en este y trabajos previos, muestran que existe una clara 

correlación entre la sobrevivencia de motoneuronas y la función motora. Así, mientras se preserve más 

del 50 % de las motoneuronas, se evitan tanto las alteraciones en el desempeño motor como la 

parálisis, mientras que cuando no se supera este umbral de protección ocurre un déficit parcial en el 

desempeño motor, y cuando hay una pérdida severa de motoneuronas se produce inevitablemente la  

parálisis.  
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ABSTRACT 

 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by selective and 

progressive motoneuron degeneration leading to progressive paralysis and finally death due to 

respiratory failure. Motoneuron death has been associated to excitotoxicity caused by an excessive 

glutamatergic neurotransmission, particularly as a result of the AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-

4-isoxazole propionate) receptor overactivation. Previously, our group developed an in vivo model of 

spinal motoneuron excitotoxic death by means of microdialysis perfusion of AMPA in the lumbar 

region of the rat spinal cord. This treatment produced a permanent paralysis of the ipsilateral hindlimb 

and death of motoneurons by a Ca2+-entry dependent mechanism. Excessive intracellular calcium 

concentration causes neuronal injury through several mechanisms, including mitochondrial function 

deficiency and energy metabolism disorders, and increased reactive oxygen species (ROS) production. 

To study the possible participation of mitochondrial energetic deficiencies and of oxidative stress in 

motoneuron degeneration, we tested the neuroprotecive effects of different substrates that can function 

via two different mechanisms: by energy metabolism stimulation or as antioxidants. Co-perfusions of 

different concentrations of lactate, α-ketobutyrate, β-hydroxybutyrate, or ascorbate with AMPA by 

microdialysis in the rat lumbar spinal cord were performed. We assessed motor function with the 

rotarod test and carried out histological analysis of the lumbar segment of the spinal cord, and 

correlated the number of motoneurons with motor performance. Perfusion of 20 mM α-ketobutyrate 

protected notably against motoneuron loss and paralysis or motor alterations. Perfusion of β-

hydroxybutyrate and lactate protected significantly as well, but at higher concentrations (50 and 100 

mM respectively). On the other hand, ascorbate perfusion protected only partially even at 

concentrations up to 50 mM. Our results indicate that mitochondrial energy metabolism deficits are 

importantly involved in spinal motoneuron death induced by overactivation of AMPA receptors in 

vivo and that oxidative stress seems to be participating to a lesser extent. 

We also conclude that there is a threshold in the number of motoneurons necessary to prevent motor 

alterations and paralysis, since the analysis of the results obtained with all the conditions tested in this 

model, shows that there is a clear correlation between motoneuron survival and motor function. Thus, 

as long as more than 50 % of the motoneurons are preserved, motor function alterations and paralysis 

are avoided, whilst when this threshold is not attained, the protection is only partial and the rats 

present a partial deficit on motor performance. Finally, the severe loss of motoneurons induces 

paralysis inevitably.   
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LISTA DE ABREVIATURAS 

ALS Esclerosis Lateral Amiotrófica (por Amyotrophic Lateral Sclerosis) 

AMPA Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico 

ATP Adenosín trifosfato  

BAPTA-AM Ácido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N´,N´-tetraacético tetrakis(acetoximetil ester)  

ChAT Colina acetiltransferasa 

Ciclo TCA Ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo del ácido cítrico o ciclo de Krebs 

DCD Alteración de la regulación retardada de Ca2+ (por Delayed Calcium Deregulation) 

Δψm Potencial de membrana mitocondrial  

Δp Fuerza protón-motriz 

EAAT   Transportador de aminoácidos excitadores (por Excitatory Amino Acid Transporter) 

FALS Esclerosis Lateral Amiotrófica Familiar  (por Familial Amyotrophic Lateral Sclerosis) 

GABA Ácido γ-aminobutírico 

GLT1   Transportador de glutamato 1 (por Glutamate Transporter 1) 

HPLC Cromatografía líquida de alta resolución (por High Performance Liquid Chromatography)

KA  Kainato 

MPT Transición de permeabilidad mitocondrial (por Mitochondrial Permeability Transition) 

NAS 1-Naftil acetil espermina 

NBQX   2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo[f]quinoxalina 

NMDA N-metil-D-aspartato  

NO•        Radical óxido nítrico 

NOS Óxido nítrico sintasa (por Nitric Oxide Synthase) 

O2
•-     Radical superóxido 

•OH     Radical hidroxilo 

ONOO- Anión peroxinitrito 

PSD   Densidad postsináptica (por Postsynaptic Density) 

ROS Especies reactivas de oxígeno (por Reactive Oxygen Species) 

SALS Esclerosis Lateral Amiotrófica Esporádica (por Sporadic Amyotrophic Lateral Sclerosis) 

SNC   Sistema nervioso central 

SOD   Superóxido dismutasa 

XDH Xantina deshidrogenasa  

XOD Xantina oxidasa  
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I. INTRODUCCIÓN 

Neurotransmisión  glutamatérgica 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los 

mamíferos y está involucrado en muchos aspectos de la función cerebral normal. Fue descubierto en 

1908 por Kikunae Ikeda, pero el hallazgo de que esta sustancia puede excitar el tejido nervioso tomó 

aproximadamente 5 décadas (Chiosa y Gane, 1956; Curtis et al., 1960). 

El glutamato es el principal mediador de la información sensorial, de la coordinación motora, de las 

emociones y de la cognición, incluyendo el aprendizaje, la formación y recuperación de la memoria 

(Hassel y Dingledine, 2006). Además, tiene un papel importante en la formación del SNC, ya que está 

involucrado en procesos ontogénicos como la proliferación, maduración, supervivencia y migración 

neuronal, formación, remodelación y eliminación de sinapsis, así como también en el establecimiento 

y refinamiento de las conexiones neuronales (Pasantes et al., 1991). 

El L-glutamato es un aminoácido común que juega un papel central en el metabolismo celular del 

cerebro participando en muchas reacciones. Es el precursor del ácido γ-aminobutírico (GABA) en 

neuronas GABAérgicas, y de la glutamina en las células gliales; es un constituyente de proteínas y 

péptidos como el glutatión. El glutamato es un aminoácido no esencial que no cruza la barrera 

hematoencefálica, por lo que el SNC cuenta con enzimas para su síntesis. La síntesis de glutamato se 

realiza a partir de la glucosa y de los aminoácidos que cruzan la barrera hematoencefálica. La glucosa 

sanguínea es convertida a α-cetoglutarato después de su oxidación por medio de la glucólisis y del 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo TCA, ciclo del ácido cítrico o ciclo de Krebs). En este proceso 

el α-cetoglutarato recibe un grupo amino de otro aminoácido mediante una reacción de transaminación 

catalizada por aminotransferasas, enzimas dependientes de fosfato de piridoxal (coenzima que 

contiene la vitamina B6 o piridoxina), y es convertido a glutamato. El glutamato se encuentra en 

equilibrio con y es continuamente reconvertido a α–cetoglutarato y metabolizado mediante el ciclo de 

Krebs (Hassel y Dingledine, 2006).  

Después de su liberación de las terminales nerviosas, gran parte del glutamato es tomado de la 

hendidura sináptica tanto por las neuronas como por la glía que rodea las sinapsis. El glutamato 

captado por los astrocitos reacciona con el amoniaco para formar glutamina por medio de la glutamina 
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sintetasa, enzima dependiente de adenosín trifosfato (ATP). La glutamina es exportada al líquido 

extracelular y tomada por las neuronas glutamatérgicas; en la terminal sináptica de estas neuronas, la 

glutamina es hidrolizada a ácido glutámico y amonio por la acción de la glutaminasa activada por 

fosfato, que es una enzima mitocondrial. Este paso de glutamato y glutamina entre las neuronas y los 

astrocitos es llamado el ciclo glutamina-glutamato. Tanto los astrocitos como las neuronas tienen 

transportadores que son impulsados por el gradiente de Na+ y concentran la glutamina dentro de las 

células (Broman et al., 2000; Kandel et al., 2000; Hassel y Dingledine, 2006).  

Por lo tanto, todas las células del cerebro, neuronales y gliales, contienen glutamato, que se encuentra 

en el citosol y la mitocondria, tanto en los cuerpos celulares como en sus prolongaciones. En las 

neuronas glutamatérgicas, el glutamato está concentrado en las vesículas sinápticas; esta acumulación 

depende de la actividad de los transportadores vesiculares de glutamato (VGLUTs), que son proteínas 

especializadas que se encuentran en las membranas vesiculares, son complejos multiméricos y son 

antiportadores protón/glutamato.   

La sinapsis es la zona de contacto especializada en la que una neurona se comunica con otra. La 

sinapsis glutamatérgica clásica es un punto de comunicación entre una terminal nerviosa presináptica y 

una espina dendrítica postsináptica (sinapsis axo-dendríticas) u otra terminal nerviosa (sinapsis axo-

axonal). Durante la transmisión sináptica se libera el neurotransmisor de las terminales presinápticas 

que contienen los grupos de vesículas sinápticas individuales, cada una las cuáles está ocupada por 

muchas moléculas (~1200) de glutamato que han sido transportadas por los VGLUTs al interior de las 

vesículas después de su síntesis. Las vesículas sinápticas se acumulan en regiones de la membrana 

especializadas para la liberación del transmisor que son conocidas como zonas activas. Lo que 

desencadena la liberación del neurotransmisor es la descarga de un potencial de acción que llega a la 

terminal del axón presináptico, ésto provoca que se abran los canales de Ca2+ sensibles al voltaje en la 

zona activa. El flujo del Ca2+ hacia adentro produce una elevada concentración intracelular de este ion 

cerca de la zona activa, que hace que las vesículas se fusionen con la membrana celular presináptica y 

liberen el glutamato a la hendidura sináptica por medio de exocitosis. Una vez liberado el 

neurotransmisor, se reciclan las membranas vesiculares en la terminal nerviosa por endocitosis. Las 

moléculas de glutamato liberadas difunden entonces a través de la hendidura sináptica y se unen a los 

receptores específicos de la membrana de la célula postsináptica. Esta unión provoca la activación de 
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los receptores, lo que da como respuesta  la apertura de canales iónicos o la activación de vías 

intracelulares. El flujo iónico que resulta de ello altera la conductancia y el potencial de membrana de 

la célula postsináptica, dando lugar a la despolarización transitoria y a la generación de un potencial de 

acción cuando la despolarización es lo suficientemente intensa para llevar el potencial de membrana al 

umbral de generación de un potencial de acción (Kandel et al., 2000). 

Las sinapsis glutamatérgicas (figura 1) son reconocidas como asimétricas, ya que la membrana 

postsináptica parece mas gruesa que la presináptica, esta densidad postsináptica (PSD) puede contener 

hasta 100 proteínas diferentes, entre ellas los receptores al glutamato. Existen 2 principales categorías 

de receptores al glutamato: los receptores ionotrópicos que son canales de cationes que se abren 

permitiendo el flujo de los iones cuando el glutamato se une a ellos; y los receptores metabotrópicos 

que activan enzimas intracelulares a través de proteínas G cuando se unen al glutamato. Se conocen 3 

clases de receptores ionotrópicos: los receptores tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (ácido α-

amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico) y KA (kainato), nombrados así por sus agonistas 

selectivos. Los receptores ionotrópicos son complejos tetraméricos de las diferentes subunidades 

individuales de cada tipo de receptor en distintas combinaciones. Existen un número considerable de 

variantes de las subunidades relacionadas con el empalme alternativo de los transcritos de RNA o con 

la edición del RNA, y diversos patrones de expresión de las subunidades a lo largo del SNC; ésto da 

lugar a múltiples subtipos de receptores funcionales tipo AMPA, kainato y NMDA, y establece una 

heterogeneidad de los receptores a glutamato en todo el SNC (Seeburg, 1993; Hollman y Heinemann, 

1994).  

6 
 



 

Figura 1. Representación esquemática de una sinapsis glutamatérgica axodendrítica que consiste de una terminal 
nerviosa presináptica y una espina dendrítica postsináptica. La terminal nerviosa contiene vesículas sinápticas 
con transportadores vesiculares de glutamato (puntos rojos), mitocondrias (azules) con glutaminasa en la 
terminal nerviosa (punto amarillo), receptores al glutamato metabotrópicos, y transportadores de glutamato 
(EAAT2) y glutamina (transportadores SA). La espina dendrítica postsináptica contiene receptores al glutamato 
ionotrópicos (tipo AMPA y NMDA) y metabotrópicos, y transportadores de glutamato (EAAT3 y EAAT4). 
Alrededor de la sinapsis están los procesos de los astrocitos con transportadores de glutamato (EAAT1 y 
EAAT2) y de glutamina (transportadores SN), receptores al glutamato y hasta vesículas llenas de glutamato. El 
glutamato que se escapa de la sinapsis sin haber sido recapturado por los transportadores puede difundir hacia las 
sinapsis vecinas. AMPA-R: receptores tipo AMPA; NMDA-R: receptores tipo NMDA; EAAT1-4: 
transportadores de aminoácidos excitadores 1-4; Gln: glutamina; Glu: glutamato; mGlu-R: receptores al 
glutamato metabotrópicos; SA y SN: transportadores de glutamina sistema A y sistema N respectivamente 
(Modificada de Hassel y Dingledine, 2006).  
 

La mayoría, si no es que todos los receptores tipo NMDA en el cerebro son heteroméricos, como 

parece ser también el caso de los receptores tipo AMPA y kainato. Se han identificado 3 familias de 

subunidades de los receptores tipo NMDA, la primera representada por un único gen (NR1), la 

segunda por 4 genes (NR2A-NR2D), y la tercera por 2 genes conocidos (NR3A-NR3B). Estos 

receptores permiten el flujo de Ca2+ (hacia adentro), de Na+ (hacia adentro) y de K+ (hacia afuera), y la 

apertura del canal depende tanto del voltaje de membrana como del transmisor químico. La 

incorporación de una subunidad NR3 a estos receptores reduce la permeabilidad al Ca2+ del canal del 

receptor (Sasaki et al., 2002; Matsuda et al., 2002). El receptor tipo NMDA es único entre todos los 

receptores a neurotransmisores conocidos en su requerimiento de la unión simultánea de 2 diferentes 
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agonistas para su activación, ya que además del sitio de unión ocupado por el glutamato en la 

subunidad NR2, se requiere de la unión de la glicina a un sitio que se encuentra en la subunidad NR1 

para la activación del receptor. El glutamato y la glicina son referidos como co-agonistas del receptor 

NMDA ya que ninguno de los 2 actuando solo puede abrir el canal iónico (Kleckner et al., 1988; 

Dingledine et al., 1999). Los receptores tipo NMDA son de los receptores a neurotransmisores más 

ampliamente regulados, ya que tienen varios sitios de regulación distintos que unen ligandos 

endógenos que influyen en la probabilidad de la apertura del canal iónico. Los que promueven la 

activación del receptor consisten en los 2 sitios de reconocimiento para los co-agonistas (glutamato y 

glicina), y uno ó más sitios reguladores que unen poliaminas (como la espermina y espermidina); y los 

que actúan inhibiendo el flujo iónico a través de los receptores aunque éstos ya tengan los agonistas 

unidos, son sitios de reconocimiento para Mg2+, Zn2+ y H+.  El Mg2+ extracelular se une a un sitio del 

poro del canal abierto y actúa como un tapón bloqueando el flujo de corriente. Ejerce un bloqueo del 

canal iónico abierto dependiente de voltaje porque a potenciales de membrana de reposo (-65 mV) ó 

más negativos (hiperpolarizado), la entrada de Mg2+ al poro del canal bloquea el movimiento de los 

iones a través de éste, aún cuando los 2 coagonistas estén unidos a sus sitios. Conforme el potencial de 

membrana va siendo menos negativo o hasta positivo, la afinidad del Mg2+ por su sitio de unión 

disminuye, el Mg2+ es expulsado del canal por repulsión electrostática y el bloqueo se vuelve 

inefectivo, por lo tanto, la despolarización libera al canal del bloqueo por el Mg2+ y por esta razón este 

receptor es dependiente de voltaje (Nowak et al., 1984). El estado redox del receptor también afecta las 

respuestas mediadas por él, ya que uno de los pares de residuos de cisteínas puede estar reducido (lo 

cual potencia las corrientes mediadas por el receptor NMDA) u oxidado y formar puentes disulfuro (lo 

cual reduce las corrientes). Los agonistas del receptor tipo NMDA son típicamente aminoácidos 

dicarboxílicos de cadena corta como el glutamato, aspartato y NMDA (Hassel y Dingledine, 2006).  

Los receptores tipo AMPA están ampliamente distribuidos en el SNC, sirven como receptores para la 

neurotransmisión sináptica excitadora rápida mediada por glutamato y son independientes de voltaje. 

Estos receptores son complejos homo- o hetero-tetraméricos formados por 4 subunidades, GluR1-

GluR4 en varias combinaciones, las cuáles están codificadas por genes separados y son expresadas 

abundantemente a lo largo del SNC (Hollmann y Heinemann, 1994). Los receptores que contienen la 

subunidad GluR2 en su estructura son permeables a Na+ y K+. Esta subunidad GluR2 determina la 
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permeabilidad a Ca2+ de los receptores AMPA porque la presencia de al menos un GluR2 en su 

estructura los hace impermeables al catión, mientras que los receptores que carecen de esta subunidad 

son permeables a calcio, siendo 3 a 5 veces más permeables a Ca2+ que a Na+ (Hollmann et al., 1991; 

Hume et al., 1991). Sin embargo, no solo la presencia de la subunidad determina esta permeabilidad, 

sino que también las modificaciones posttranscripcionales que editan el sitio Q/R de la subunidad 

GluR2 (figura 2) substituyendo la glutamina (Q) no cargada por una arginina (R) cargada 

positivamente que impide el flujo de calcio a través del poro (Burnashev et al., 1992a). Por lo tanto, un 

déficit en la edición posttranscripcional de la subunidad GluR2 da como resultado receptores 

permeables a Ca2+ también. Las subunidades de los receptores tipo NMDA tienen una asparagina (N, 

aminoácido polar y sin carga como la glutamina) en el sitio homólogo al Q/R, lo que les confiere su 

alta permeabilidad al Ca2+ (Burnashev et al., 1992b). Para algunas de las subunidades de los receptores 

tipo Kainato, también se ha demostrado la edición del RNA para el sitio Q/R y otros sitios, con los 

cambios asociados en su permeabilidad iónica. 

 

Figura 2. Estructura de las subunidades GluR del receptor tipo AMPA mostrando sus dominios funcionales. La 
figura de la derecha y la tabla muestran cómo la presencia de la subunidad GluR2 y su sitio de edición Q/R 
determinan la permeabilidad al Ca2+ del receptor. La NAS bloquea específicamente los receptores tipo AMPA 
permeables a Ca2+. AMPA: α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato; GluR: Subunidad del receptor al 
glutamato; M1-M4: Dominio membranal 1-4; NAS: 1-naftil acetil espermina; Q/R: Glutamina/arginina 
(Modificada de Corona et al., 2007). 
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Los receptores tipo AMPA en general pueden ser bloqueados específicamente por ciertas 

quinoxalinedionas, notablemente por la 6-nitro 7-sulfamobenzo[f] quinoxalina-2,3-diona (NBQX), que 

es un antagonista competitivo potente y selectivo de estos receptores.  

Los receptores tipo kainato funcionales están también ampliamente distribuidos y se forman por las 

subunidades de la familia GluR5-GluR7, que se asocian a la subunidad KA1 ó a la KA2. Se han 

identificado receptores de este tipo de baja y alta afinidad. Así como los receptores tipo AMPA se 

desensibilizan en milisegundos tras la exposición a AMPA, los receptores tipo kainato lo hacen de la 

misma manera tras la exposición a kainato (Dingledine et al., 1999).  

Los receptores metabotrópicos al glutamato están unidos a las enzimas citoplásmicas asociadas con las 

vías de transducción de señales por medio de proteínas G triméricas. Se han clonado 8 mGluRs, 

nombrados mGluR1-mGluR8, y han sido agrupados en 3 clases funcionales basadas en la homología 

de su secuencia de aminoácidos, en la farmacología de sus agonistas y en la vía de transducción de 

señales a la que están acoplados. Los mGluRs que pertenecen al grupo I (mGluR1 y mGluR5) 

estimulan la actividad de la fosfolipasa C y la liberación de Ca2+ de los almacenamientos 

intracelulares; la activación de la fosfolipasa C da lugar a la formación de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) 

y diacilglicerol (DAG), quien activa a la proteína cinasa C (PKC). La activación de los mGluRs que 

pertenecen al grupo II (mGluR2 y mGluR3) y al grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8) 

resulta en la inhibición de la adenilato ciclasa, reduciendo la cantidad intracelular de AMPc (Hollmann 

y Heinemann, 1994).  

La activación de los mGluRs localizados en la membrana postsináptica modulan la actividad de una 

amplia variedad de canales iónicos regulados por ligando y por voltaje expresados en las neuronas. 

Estudios inmunohistoquímicos han revelado que hay mGluRs en las terminales presinápticas de las 

neuronas centrales. La activación de los mGluRs presinápticos bloquea tanto la transmisión sináptica 

excitadora glutamatérgica como la transmisión sináptica inhibidora GABAérgica en varias estructuras 

centrales (Hassel y Dingledine, 2006). En la figura 3 se muestran todas las clases de los receptores al 

glutamato y sus subunidades. 
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Figura 3. Familia de los receptores ionotrópicos y metabotrópicos de glutamato. Los receptores ionotrópicos 
forman canales permeables a los iones señalados, mientras que los metabotrópicos están acoplados a proteínas G 
produciendo (+) o inhibiendo (-) las enzimas o segundos mensajeros que se indican. Los receptores están 
formados por varias subunidades protéicas, cada una codificada por un diferente gen, que se señalan en la parte 
de abajo de cada tipo de receptor.  NMDA: N-metil-D-aspartato; AMPA: Ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol propiónico; KA: Kainato; mGluR: Receptor al glutamato metabotrópico; PLC: Fosfolipasa C; IP3: 
Inositol-1,4,5-trifosfato; DAG: Diacilglicerol; AC: Adenilato ciclasa; cAMP: Adenosín monofosfato cíclico  
(Modificada de Corona y Tapia, 2005). 
 

La transmisión sináptica glutamatérgica es rápidamente terminada por medio de la remoción  del 

glutamato del espacio extracelular, ésto es importante para mantener su concentración por debajo de 

los niveles neurotóxicos, y evitar así la sobreactivación de la célula postsináptica. El glutamato es 

principalmente removido por medio de la recaptura del neurotransmisor del espacio sináptico hacia las 

neuronas y células gliales. La remoción activa del neurotransmisor es llevada a cabo por los 

transportadores de glutamato de alta y baja afinidad y se da en 2 pasos: unión del glutamato a los 

transportadores y translocación al interior de las células. La recaptura de glutamato se da en contra de 

su gradiente de concentración, por lo que necesita de una fuerza motriz, la cual es dada principalmente 

por el gradiente electroquímico de Na+ a través de la membrana plasmática. El glutamato entra a la 
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célula con 3 iones Na+ y un H+, mientras que un ion K+ es contra-transportado, resultando en la 

reorientación del transportador de tal manera que el sitio de unión al glutamato es accesible de nuevo 

al espacio extracelular (Zerangue y Kavanaugh, 1996; Levy et al., 1998; Danbolt, 2001).  

Cinco de los transportadores de glutamato de alta afinidad han sido identificados, clonados y 

localizados en el SNC. Se han nombrado EAAT 1-5, por transportador de aminoácidos excitadores: 

EAAT1, también conocido como transportador de glutamato/aspartato (GLAST) en tejidos de 

mamíferos no humanos; EAAT2, también llamado transportador de glutamato 1 (GLT1) en roedores; 

EAAT3 o acarreador de aminoácidos excitadores 1 (EAAC1); EAAT4 y EAAT5. EAAT2 es el 

transportador de glutamato más abundante en el SNC y está localizado casi exclusivamente en 

astrocitos, aunque también existe evidencia de que puede ser expresado por las neuronas durante el 

desarrollo, en el sistema nervioso adulto, y al menos una parte de esta proteína se encuentra en las 

terminales nerviosas presinápticas  (Rothstein et al., 1994; Furuta et al., 1997; Schmitt et al., 1996; 

Schmitt et al., 2002); acarrea probablemente ~90% del glutamato liberado, como sugiere el hecho de 

que los ratones que carecen de esta proteína sufren descargas, presentan lesiones corticales y mueren 

prematuramente (Tanaka et al., 1997). Este transportador esta distribuido principalmente en astrocitos 

en todo el SNC, con una alta concentración en el hipocampo, corteza cerebral y médula espinal 

(Rothstein et al., 1994). El hecho de que exista una alta densidad de transportadores de glutamato, 

significa que pueden competir con los receptores al glutamato para unir al neurotransmisor, y por lo 

tanto modular su señal.  

 

Neurodegeneración 

La neurodegeneración es un fenómeno que ocurre durante los padecimientos agudos y crónicos del 

SNC, como son los accidentes vasculares cerebrales (isquemia), hipoxia, hipoglicemia, traumatismos 

craneoencefálicos y de la médula espinal, epilepsia y en numerosas enfermedades neurodegenerativas 

tales como la esclerosis lateral amiotrófica (ALS), las enfermedades de Parkinson, de Alzheimer y de 

Huntington. Muchos de estos padecimientos comparten características patológicas de una pérdida 

neuronal gradual y selectiva, siendo que los grupos neuronales primordialmente afectados varían 

según la enfermedad. Para poder encontrar tratamientos efectivos para estos padecimientos es 

importante entender las causas y los mecanismos celulares y moleculares que participan en el daño y 
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muerte neuronal. Si bien no se ha tenido éxito en conocer las causas, sí se tiene un gran avance en el 

conocimiento de los procesos celulares que muy probablemente juegan un papel importante en los 

mecanismos de la neurodegeneración. Éstos incluyen la excitotoxicidad por sobreactivación de los 

receptores glutamatérgicos, el incremento en la concentración intracelular de Ca2+ libre,  el estrés 

oxidativo y la disfunción mitocondrial (Tapia, 1998; Tapia et al., 1999, Coyle y Puttfarcken, 1993). 

Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes, están estrechamente relacionados entre sí, y 

pueden interactuar y cooperar en el establecimiento de un círculo vicioso que resulta en muerte 

neuronal. Este círculo vicioso de daño a las neuronas podría ser iniciado alternativamente en sitios 

diferentes (comenzado por excitotoxicidad o desencadenado por estrés oxidativo o falla energética), 

pero una vez desencadenado, un proceso puede conducir a o potenciar los otros, dando lugar a 

mecanismos multifactoriales e interdependientes de muerte celular.  

 

Excitotoxicidad y neurodegeneración 

El glutamato y sus agonistas (como el NMDA, Kainato y AMPA), además de tener efectos excitadores 

potentes sobre sus receptores, pueden ser potentes neurotoxinas, ya que una transmisión sináptica 

glutamatérgica excesiva puede resultar en neurodegeneración.   

Se encontró por primera vez que el glutamato y otros aminoácidos pueden actuar como neurotoxinas 

cuando éstos fueron administrados a animales inmaduros, en los cuáles se observó neurodegeneración 

aguda en las áreas que no están bien protegidas por la barrera hematoencefálica. Así, los primeros 

experimentos que sugirieron que el glutamato podría ser una neurotoxina fueron los realizados en 1957 

por Lucas y Newhouse, quienes mostraron que inyecciones intraperitoneales de L-glutamato a ratones 

inmaduros podían  producir degeneración de las células de la retina destruyendo las capas internas de 

ésta (Lucas y Newhouse, 1957). Estas observaciones fueron replicadas y extendidas por Olney, quien 

confirmó la toxicidad a la retina provocada por el glutamato, reportando además que esta 

retinotoxicidad está acompañada por un rápido hinchamiento celular que es más pronunciado cerca de 

los componentes dendrosomales. Este aspecto histológico de la excitotoxicidad aguda comprende un 

edema masivo de los cuerpos celulares neuronales y las dendritas, congruente con la localización 

predominantemente somatodendrítica de los receptores de glutamato en las sinapsis excitadoras.  

También comprobó que el glutamato induce necrosis neuronal aguda en varias regiones del cerebro en 
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desarrollo, incluyendo el hipotálamo, y también encontró lesiones agudas en cerebros de ratones 

adultos a los que se les administraron dosis más altas. Así, Olney introdujo el término excitotoxicidad 

para describir la neurodegeneración mediada por aminoácidos excitadores, cuyas propiedades tóxicas 

están relacionadas a las propiedades excitadoras que tienen sobre sus receptores (Olney, 1969; Olney, 

1978). Se han realizado numerosos estudios después de estos, tanto in vivo como in vitro, demostrando 

que se produce neurodegeneración cuando las células nerviosas son expuestas a glutamato y a los 

agonistas de sus receptores. Los factores que contribuyen a la neurodegeneración son muchos y se ha 

implicado la activación de toda clase de los receptores al glutamato como mediadores de la toxicidad, 

siendo reconocido que los receptores ionotrópicos juegan un papel central (Choi, 1988a; Tymianski, 

1996).  

La activación masiva de los receptores al glutamato provoca cambios en las concentraciones 

intracelulares de iones, especialmente de Ca2+ y Na+. La entrada de Na+ provoca la entrada secundaria 

de Cl- y H2O, lo que puede causar edema intracelular, ruptura de la membrana celular y por lo tanto 

lisis de la célula. Se ha comprobado en cultivos de hipocampo y retina que esta entrada de Na+ puede 

causar cierto daño por sí sola, ya que estas células exhiben hinchamiento irreversible mediado por Na+ 

aún en la ausencia de Ca2+ extracelular (Rothman, 1985; Olney et al., 1986). Sin embargo, Choi 

enfatizó el papel importante de la entrada de Ca2+ en la neurotoxicidad mediada por glutamato, como 

había sido propuesto inicialmente por Berdichevsky y colaboradoes (Berdichevsky et al., 1983). Así, 

Choi propuso la hipótesis de que la sobrecarga de Ca2+ neuronal conduce a subsiguiente 

neurodegeneración, al demostrar que la entrada de este catión a las neuronas es un factor determinante 

para la muerte excitotóxica (Choi, 1985; 1987; 1995; Choi et al., 1987). En los experimentos de 

sustitución iónica, Choi y sus colaboradores comprobaron que, a pesar de que la remoción de Na+ 

extracelular elimina el hinchamiento neuronal agudo en cultivos de células corticales expuestas a 

glutamato, las neuronas todavía sufren degeneración retardada a menos que el Ca2+ extracelular sea 

removido. Sus observaciones sugirieron 2 componentes de la excitotoxicidad: primero un componente 

agudo dependiente de Na+ y Cl- marcado por el hinchamiento celular inmediato, y segundo, una 

degeneración celular retardada mediada por Ca2+. Concluyeron pues que el componente de Ca2+ es la 

causa más significativa de muerte neuronal. Se ha confirmado en muchos trabajos subsecuentes que 

existe una relación estrecha entre la excesiva entrada de Ca2+ y el daño neuronal (Choi, 1988a; 
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Tymianski y Tator, 1996; Tymianski, 1996).  

Al principio, se consideraba que los receptores tipo NMDA eran los únicos que participaban en la 

excitotoxicidad (Choi, 1988b); sin embargo, ahora está claro que la activación de los receptores no-

NMDA es igual de importante (Koh et al., 1990; Prehn et al., 1995). De esta manera, el mediador 

predominante del daño neuronal es la sobrecarga en la concentración intracelular de Ca2+ libre, que se 

puede dar por un mayor flujo a través de los receptores tipo NMDA, de los receptores tipo AMPA 

permeables a Ca2+, por su liberación de sitios donde se acumula intracelularmente (como el retículo 

endoplásmico) y por su deficiente amortiguamiento por las mitocondrias. 

Por lo tanto, la excitotoxicidad es un proceso en el cual la sobreactivación de los receptores 

postsinápticos de glutamato, da lugar a una despolarización prolongada de las neuronas, permitiendo 

una entrada masiva de Ca2+ principalmente a través de estos receptores al glutamato permeables a este 

catión, desencadenando la activación no controlada de procesos perjudiciales que eventualmente 

producen muerte neuronal (Arundine y Tymianski, 2003, figura 4). 

En la actualidad, existe amplia evidencia experimental que sugiere que la excitotoxicidad puede estar 

jugando un papel muy importante en las enfermedades neurodegenerativas (Coyle y Puttfarcken, 1993; 

Lipton y Rosenberg, 1994; Doble, 1999). 

Se han distinguido 2 tipos de excitotoxicidad, denotados con los términos excitotoxicidad clásica y 

excitotoxicidad indirecta o lenta (Doble, 1999; Van Den Bosch et al., 2006). La excitotoxicidad clásica 

se refiere a la degeneración neuronal que ocurre después de un incremento de la concentración 

extracelular de glutamato, mientras que la excitotoxicidad indirecta se refiere a la muerte de una 

neurona postsináptica debilitada en la presencia de niveles normales de glutamato sináptico. Se piensa 

que en condiciones como epilepsia, accidentes cerebrovasculares (isquemia) y neurotraumatismos, el 

daño neuronal es inducido por elevaciones agudas de glutamato, mientras en enfermedades 

neurodegenerativas la excitotoxicidad se da por elevaciones más crónicas y suaves de glutamato.   

Las concentraciones elevadas de glutamato extracelular pueden darse cuando la liberación de las 

terminales presinápticas es aumentada o cuando la recaptura de la hendidura sináptica es insuficiente; 

también pueden resultar de la liberación del contenido intracelular de glutamato de neuronas dañadas 

lo cual puede dar lugar a la muerte excitotóxica de neuronas vecinas, participando así en la 

propagación de la neurodegeneración. En el caso de la excitotoxicidad indirecta, una estimulación 
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normal de los receptores al glutamato de una neurona postsináptica debilitada es suficiente para causar 

daño y matar a la célula. Por ejemplo, el trastorno de la función mitocondrial puede resultar en este 

tipo de excitotoxicidad ya que la neurona tiene un estado energético deficiente y por lo tanto los 

niveles de ATP intracelulares disminuidos; como consecuencia, la neurona no puede satisfacer las 

demandas de los muchos procesos dependientes de ATP, se daña y por último muere (Novelli et al., 

1988; Henneberry et al., 1989).   

 

Figura 4. Representación esquemática de los mecanismos bioquímicos involucrados durante la excitotoxidad 
glutamatérgica. El aumento en la concentración extracelular de glutamato en el espacio sináptico puede producir 
una estimulación excesiva de los receptores al glutamato, incluyendo los receptores tipo AMPA permeables a 
Ca2+ que carecen de la subunidad GluR2 o no está editada y los receptores tipo NMDA. Esto da como resultado 
un aumento en la concentración intracelular de Ca2+, lo que desencadena procesos de deterioro como daño 
mitocondrial con la consecuente alteración del metabolismo energético, generación de radicales libres, activación 
de enzimas líticas como las proteasas, lipasas, endonucleasas, despolarización de membranas, daño nuclear y 
membranal. Todo esto eventualmente produce muerte neuronal. NMDA: Receptores tipo N-metil-D-aspartato; 
AMPA: Receptores tipo ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico; VSSC: Canales de sodio 
sensibles a voltaje; VSCC: Canales de calcio sensibles a voltaje; IP3: Inositol-1,4,5-trifosfato; Glu: Glutamato; 
EAAC1: Acarreador de aminoácidos excitadores 1; GLAST: Transportador de glutamato/aspartato; GLT1: 
Transportador de glutamato 1.  
 

La muerte neuronal excitotóxica tiende a ser una muerte necrótica (Choi et al., 1987; Gwag et al., 

1997), aunque también se ha reportado el paso a una forma de muerte apoptótica ante una intensidad 

decreciente de exposición a glutamato (Tenneti et al., 1998). La función mitocondrial y la medida en la 
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que el ATP disminuye son factores críticos que determinan la forma de muerte neuronal por 

excitotoxicidad, pueden inducir necrosis temprana en una subpoblación de las neuronas asociada con 

un severo agotamiento de ATP, o apoptosis retardada en las neuronas sobrevivientes a la fase necrótica 

asociada con una disminución más moderada de ATP (Ankarcrona et al., 1995). 

 

Calcio, mitocondria, estrés oxidativo y su relación con la muerte neuronal   

En condiciones fisiológicas, el Ca2+ participa como mensajero intracelular en muchas de las funciones 

celulares normales, como son el crecimiento celular, diferenciación, transducción de señales, 

regulación de la excitabilidad membranal, exocitosis y la actividad sináptica. La concentración 

citoplásmica de Ca2+ en las neuronas en estado de reposo es mantenida en niveles bajos (~100 nM), a 

una concentración 10,000 veces menor que la del medio extracelular; para asegurar esto, las neuronas 

poseen mecanismos homeostáticos especializados, como son la regulación de la entrada y salida de 

Ca2+, la quelación por proteínas que capturan calcio, almacenamiento en la mitocondria y el retículo 

endoplásmico, y remoción por medio de las Ca2+-ATPasas. Además, las neuronas no sólo controlan los 

niveles de Ca2+ intracelular, sino que también la localización de estos iones mediante una interacción 

compleja entre la entrada, salida, amortiguamiento y almacenamiento interno de Ca2+. Así, bajo 

condiciones fisiológicas, estos procesos hacen posible que las señales de Ca2+ se mantengan espacial y 

temporalmente localizadas, permitiendo que múltiples rutas de señalización reguladas por este catión 

ocurran independientemente dentro de la misma célula.  

Durante la neurotransmisión, las elevaciones fisiológicas de Ca2+ intracelular son importantes después 

de la activación normal de los receptores postsinápticos, sin embargo, ante la sobreactivación de los 

receptores, la excesiva entrada de Ca2+ extracelular junto con su salida de compartimentos 

intracelulares, puede elevar su concentración a niveles que excedan la capacidad de los mecanismos 

que la regulan. Ésto provoca la activación inapropiada de procesos dependientes de Ca2+ que 

normalmente están inactivos u operan a niveles bajos, provocando trastornos metabólicos y muerte 

celular eventual (Tymianski y Tator, 1996). 

La concentración intracelular excesiva de Ca2+ daña a las neuronas a través de varios mecanismos, 

incluyendo la activación de varias enzimas, como proteasas, lipasas, fosfatasas y endonucleasas, 

provocando alteraciones en proteínas, lípidos, membranas, y ácidos nucléicos; la generación de 
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especies reactivas de oxígeno (ROS) tóxicas, daño mitocondrial y trastornos del metabolismo 

energético, así como despolarización de membranas; todos estos eventos producen eventualmente 

destrucción de membranas y muerte neuronal (Arundine y Tymianski, 2003; Shaw, 1999).  

 

El SNC es particularmente vulnerable a daño oxidativo debido a su alto gasto de energía y demanda de 

oxígeno. El estrés oxidativo se da cuando la producción de ROS es tan elevada que supera la 

capacidad de las defensas antioxidantes de la célula que normalmente desintoxican rápidamente los 

reactivos intermedios o reparan el daño resultante (enzimas de defensa antioxidante y compuestos 

antioxidantes per se), creando un desequilibrio en el balance normal redox de la célula y generando 

una concentración de radicales libres por encima de los niveles normales. Dada su alta reactividad, la 

producción aumentada de ROS puede desencadenar la degradación peroxidativa de lípidos de 

membrana, el daño a enzimas, otras proteínas y ácidos nucléicos, generando así una serie de eventos 

destructivos al dañar todos los componentes de la célula. El estrés oxidativo es una característica 

común de muchas formas diferentes de enfermedades neurodegenerativas (Andersen, 2004). 

El incremento intracelular de Ca2+ estimula la producción de radicales libres mediante la activación de 

la óxido nítrico sintasa (NOS), enzima que cataliza producción de óxido nítrico (NO•). También en 

condiciones de Ca2+ intracelular elevado, la xantina deshidrogenasa (XDH) es convertida a xantina 

oxidasa (XOD) vía activación de proteasas, y la conversión de hipoxantina y xantina a ácido úrico por 

medio de la XOD da lugar a la producción del radical superóxido (O2
•-). El NO• reacciona rápidamente 

con el O2
•- dando el anión peroxinitrito (ONOO-), que se descompone al radical hidroxilo (•OH), el 

radical de oxígeno más reactivo. Por otro lado, la dismutación de O2
•- por la superóxido dismutasa 

(SOD) produce peróxido de hidrógeno (H2O2), el cuál en la presencia de Fe2+ se descompone a •OH 

mediante la reacción de Fenton. También se puede dar la reacción entre el O2
•- y el H2O2 resultando en 

la producción de •OH.  

La activación excesiva de los receptores al glutamato provoca estrés oxidativo; muchos estudios 

corroboran que hay una mayor producción de ROS durante la excitotoxicidad y que el daño oxidativo 

resultante es un componente muy importante de la degeneración neuronal (Atlante et al., 2001; Bondy 

et al., 1993; Almeida et al., 2001; Lafon-Cazal et al., 1993a; Lafon-Cazal et al., 1993b; Reynolds y 

Hastings, 1995; Matson el al., 1995; Dugan et al., 1995; Coyle y Puttfarcken, 1993). 
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La principal función de las mitocondrias en las células es llevar a cabo la síntesis de ATP, sin embargo 

las mitocondrias poseen también otras funciones, como la de amortiguamiento de Ca2+ intracelular, y 

participan en procesos asociados con daño y muerte celular, como son el estrés oxidativo, la 

excitotoxicidad y la muerte necrótica y apoptótica. Así, la mitocondria juega un papel central en la 

sobrevivencia y muerte de las neuronas. 

El flujo de electrones a través de los complejos de la cadena respiratoria da lugar al bombeo de 

protones a través de la membrana mitocondrial interna haciendo que la matriz sea alcalina y negativa 

con respecto al espacio intermembrana. La fuerza protón-motriz (Δp) es el gradiente de protones con 

potencial electroquímico que se encuentra a través de la membrana mitocondrial interna y suministra 

la energía para la síntesis de ATP a partir de ADP y Pi por medio de la ATP sintasa. La Δp depende 

principalmente del potencial de membrana mitocondrial (Δψm) que es el potencial eléctrico (negativo 

en el interior), pero también del gradiente de pH (ΔpH) que es el potencial químico (alcalino en el 

interior), a través de la membrana mitocondrial interna. La energía conservada en un gradiente de 

protones también puede impulsar el transporte de solutos contra gradiente a través de la membrana. El 

Δψm es el parámetro central que controla 3 procesos celulares fundamentales y de gran relevancia para 

la sobrevivencia neuronal: la síntesis de ATP, el secuestro de Ca2+ mitocondrial, y la generación 

mitocondrial de ROS. Inversamente, Δψm es controlado por la disponibilidad de sustrato, la demanda 

de ATP, la capacidad de la cadena respiratoria, la conductancia de protones mitocondrial y por el 

secuestro de Ca2+ mitocondrial (Nicholls y Budd, 2000). Por lo tanto, el estatus de las propiedades 

bioenergéticas de las mitocondrias es crucial en el control de la susceptibilidad de las neuronas a estrés 

neurodegenerativo agudo o crónico y también en la determinación del destino de la célula en términos 

de sobrevivencia, apoptosis o necrosis.  

Gran parte de la demanda de ATP en las neuronas es utilizada en el bombeo de iones a través de la 

membrana plasmática para mantener el potencial de membrana. Así, la Na+/K+ ATPasa es el proceso 

de mayor demanda de ATP dentro de la neurona (Scott y Nicholls, 1980). El flujo masivo de iones 

durante la actividad sináptica y más aun durante la excitotoxicidad, exige una alta demanda energética 

a la neurona, ya que se aumenta la hidrólisis de ATP por la activación de la Na+/K+ ATPasa para sacar 

el exceso de Na+ de la célula, y la regulación de Ca2+ intracelular  también es energéticamente costosa.  
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El Ca2+ es extruído de la célula y secuestrado en el retículo endoplásmico mediante transporte activo 

utilizando Ca2+-ATPasas, y también es eliminado de la célula por transporte activo secundario 

utilizando el intercambiador Na+/Ca2+ que al sacar Ca2+ y meter Na+ a la célula activa a la Na+/K+ 

ATPasa para sacar el exceso de Na+. La mitocondria también juega un papel crítico en la regulación de 

la concentración de Ca2+ citosólico, ya que secuestra este catión cuando la elevación en el Ca2+ 

citosólico excede la capacidad de los mecanismos de transporte activo, por medio de un uniportador 

que se encuentra en la membrana mitocondrial interna, y que es impulsado por el gran potencial 

eléctrico que existe  a través de ésta (Nicholls, 1985). Esta captación de Ca2+ dentro de la mitocondria 

participa también en su funcionamiento, por ejemplo en la activación enzimática.  

Para evitar una acumulación potencialmente letal de este catión en la matriz mitocondrial (que se 

alcanzaría cuando la concentración de Ca2+ libre se elevara a un valor 105-106 mayor que en el medio 

extramitocondrial, concentración con la que se llegaría al equilibrio termodinámico debido al elevado 

potencial de membrana mitocondrial), existe un sistema de salida que intercambia Ca2+ por Na+; 

también está presente un transportador Na+/H+ mitocondrial, y así el flujo de iones en condiciones de 

una constante entrada de Ca2+ mitocondrial, consiste en una recirculación secuencial de Ca2+, Na+ y 

H+, la última impulsada por la cadena respiratoria (Nicholls y Budd, 2000; Crompton y Heid, 1978). 

Con todo, cuando la concentración de Ca2+ está por encima de un determinado punto crítico, en la 

presencia de concentraciones fisiológicas de fosfato, se forma en la matriz mitocondrial un complejo 

Ca2+-fosfato osmóticamente inactivo y rápidamente disociable, así las mitocondrias funcionan como 

amortiguadores eficientes de Ca2+ extramitocondrial, acumulando el catión (Nicholls, 1978; Becker et 

al., 1980). La cinética del transporte de Ca2+ mitocondrial sugiere que el organelo actúa como un 

almacén temporal de Ca2+ durante los picos de concentraciones citoplásmicas altas de este catión, 

puesto que el complejo calcio-fosfato es rápidamente disociable puede liberar el Ca2+ nuevamente al 

citoplasma cuando su concentración se recupera por debajo del punto crítico. Mientras la mitocondria 

continúa polarizada, el calcio citosólico se acumula en la matriz mitocondrial a través del uniportador 

de Ca2+. Cuando la mitocondria se despolariza, el calcio acumulado regresa al citoplasma, ya sea a 

través del propio uniportador de calcio, del intercambiador Na+/Ca2+ o a través del poro de la 

transición de la permeabilidad mitocondrial (PTPM, un gran complejo protéico que forma un poro no 

selectivo en la membrana mitocondrial interna). Además, cuando la concentración de Ca2+ no se 
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recupera por debajo del punto crítico, la acumulación excesiva del Ca2+ en la matriz mitocondrial 

puede conducir al hinchamiento mitocondrial, pérdida del control respiratorio, colapso del Δψm 

(despolarización) afectando la síntesis de ATP, y liberación del Ca2+ de la matriz provocado por la 

permeabilización de la membrana mitocondrial interna denominada transición de permeabilidad 

mitocondrial (MPT) (Al Nasser y Crompton, 1986; Nicholls y Budd, 2000). Por esta razón, la 

acumulación de Ca2+ mitocondrial parece jugar un papel clave en la excitotoxicidad glutamatérgica 

(Nicholls et al., 2003).  

In vitro, las neuronas expuestas a concentraciones tóxicas de glutamato presentan un patrón típico de 3 

distintas fases de elevación del Ca2+ citoplásmico: primero se da un pico elevado, que es seguido por 

una recuperación que lleva a una meseta que se mantiene por un periodo de tiempo. Esta recuperación 

puede deberse a la activación retardada de los mecanismos de extrusión de Ca2+, al secuestro 

mitocondrial,  a la parcial desensibilización de los receptores NMDA o a la desensibilización rápida de 

los canales de Ca2+ activados por voltaje. Después de esta segunda fase caracterizada por una meseta, 

se da una pérdida descontrolada e irreversible de la homeostasis de Ca2+ citoplásmico llamada 

alteración de la regulación retardada de Ca2+ (DCD). La DCD predice con seguridad la lisis de la 

membrana plasmática y muerte necrótica subsecuentes (Tymianski et al., 1993). Las fases segunda y 

tercera pueden proceder aún después de la remoción del glutamato extracelular (Ankarcrona et al., 

1995; Milani et al., 1991; Randall y Thayer, 1992; Tymianski et al., 1993; Wang y Thayer, 1996). Hay 

evidencia de que la DCD es el punto final irreversible de una secuencia que involucra la sobrecarga de 

Ca2+ mitocondrial, la generación incrementada de ROS, y el daño oxidativo a la célula dando lugar a la 

falla en la extrusión de Ca2+. La DCD parece ser resultado de una falla en los mecanismos de extrusión 

de Ca2+ más que un flujo aumentado (Khodorov et al., 1996; Castilho et al., 1998), y una falla en la 

extrusión de Ca2+ podría resultar del agotamiento del ATP citoplásmico. Asimismo, la Ca2+-ATPasa de 

la membrana plasmática es muy sensible a daño oxidativo (Pereira et al., 1996). También se ha visto 

que éste induce la MPT en mitocondrias aisladas (Saxena et al., 1995). Hay evidencia que sugiere que 

el estrés oxidativo induce alteración de la regulación de Ca2+ citoplásmico y muerte neuronal (Beal, 

1996; Coyle y Puttfarcken, 1993; Castilho y Nicholls, 1999).  

Las mitocondrias consumen aproximadamente 98 % del oxígeno requerido por la célula debido a que 

son el sitio donde se lleva a cabo la fosforilación oxidativa, lo que las constituye un sitio primario de 
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producción intracelular de ROS. Diversos pasos en la ruta de reducción del oxígeno en las 

mitocondrias tienen el potencial para producir radicales libres porque el flujo de electrones 

mitocondrial que se da por la cadena respiratoria puede tener fugas de estos electrones hacia el 

oxígeno en sitios potenciales. Así, en el paso de electrones a través del complejo III y del complejo I 

interviene un radical ubisemiquinona como intermediario que puede, con baja probabilidad, pasar un 

electrón al O2 formando el radical O2
•- que es un intermediario muy reactivo y un poderoso oxidante 

(Turrens et al., 1985; Dykens, 1997). Del O2 usado por mitocondrias que respiran activamente, un 

porcentaje (desde un 0.1% hasta un 4 %) forma O2
•-, este radical libre debe ser eliminado rápidamente 

para evitar sus efectos letales sobre la célula. Las células poseen varias formas de la enzima SOD (la 

CuZn-SOD citoplásmica ó SOD1 y la Mn-SOD mitocondrial ó SOD2) para impedir el daño oxidativo 

por el radical superóxido. Esta enzima cataliza la dismutación del O2
•- produciendo H2O2 y O2. El H2O2 

generado es convertido a H2O por la acción de 2 enzimas, la catalasa y la glutatión peroxidasa. La 

glutatión reductasa recicla el glutatión oxidado a su forma reducida utilizando electrones del NADPH. 

El glutatión reducido, que se encuentra en el citoplasma y en las mitocondrias, es el principal 

amortiguador redox celular contra el estrés oxidativo (Nicholls y Budd, 2000; Atlante et al., 2001).  

No obstante, defectos en los complejos de la cadena de electrones u otras perturbaciones de la 

mitocondria pueden ser responsables de una excesiva producción mitocondrial de radicales libres, 

provocando o incrementando la probabilidad de daño celular (Dykens, 1994). Se ha observado la 

estimulación de la producción mitocondrial de ROS ante la exposición a NMDA y kainato (Dugan et 

al., 1995;  Carriedo et al., 1998). Asimismo, la sobrecarga de Ca2+ en la mitocondria aislada 

incrementa la producción de O2
•- (Dykens, 1994; Kowaltowski et al., 1996).  

Además, es importante considerar que las mitocondrias no sólo pueden ser productoras de radicales 

libres, sino que son un blanco susceptible de éstos. Así, una situación patológica en la que se dé una 

producción inicial de ROS podría reducir la respiración mitocondrial y producir daño oxidativo a 

proteínas, lípidos o ácidos nucléicos mitocondriales, provocando daño grave y alterando la función 

normal de este organelo (Lenaz et al., 2002). Se ha demostrado que el DNA mitocondrial es más 

susceptible al daño por radicales libres que el DNA nuclear debido a su localización cercana a un sitio 

de importante producción de radicales libres, la cadena de transporte de electrones, a su carencia de 

histonas protectoras, y a mecanismos de reparación menos efectivos comparados con los que se 
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encuentran en el núcleo (Richter et al., 1988). El estado redox de la mitocondria también afecta la 

apertura de la MPT.  

 

Se ha encontrado que la excitotoxicidad mediada por glutamato provoca notables cambios en la 

función mitocondrial in vitro, reducción en los niveles de ATP, colapso del potencial de membrana 

mitocondrial, una disminución del consumo de oxígeno mitocondrial y celular, y desacoplamiento de 

la fosforilación oxidativa que preceden a la muerte celular (Ankarcrona et al., 1995; Atlante et al., 

1996; Maus et al., 1999; Monje et al., 2001). Existe un vínculo entre la sobrecarga de Ca2+ intracelular 

inducida por excitotoxicicidad y el colapso de  Δψm, ya que este aumento de Ca2+ intracelular y su 

acumulación en el organelo es suficiente para inducir despolarización mitocondrial prominente y 

persistente, dando lugar a la disfunción mitocondrial y a la muerte de las neuronas in vitro (Schinder et 

al., 1996; White y Reynolds, 1996).  

Por otra parte, hay evidencia abundante in vitro e in vivo de que cualquier restricción en la capacidad 

de la célula para generar ATP puede exacerbar o hasta inducir la excitotoxicidad glutamatérgica 

(excitotoxicidad indirecta). La hipótesis excitotóxica ligada a energía (Beal et al., 1993; Greene y 

Greenamyre, 1996; Henneberry, 1997; Henneberry et al., 1989; Novelli et al., 1988) propone que la 

correlación entre el daño excitotóxico y la restricción de energía se debe a la despolarización de la 

membrana plasmática resultante de la limitación energética. La disminución en los niveles de ATP 

causa una reducción en la función de la Na+/K+ ATPasa y de la Ca2+ ATPasa disminuyendo la 

extrusión de Na+ y de Ca2+. Esto provoca la despolarización de la membrana plasmática, y por lo tanto 

el aumento en la liberación de glutamato por exocitosis al espacio extracelular, y también el flujo de 

Ca2+ hacia el citosol a través de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje y del receptor NMDA, 

también dependiente de voltaje. Además, en condiciones de falla energética, los transportadores del 

glutamato operan en dirección inversa porque el gradiente electroquímico Na+/K+ se colapsa debido al 

decremento de ATP, resultando en la disminución de la captura y en la liberación de glutamato no 

vesicular al espacio extracelular (Longuemare y Swanson, 1995; Jabaudon et al., 2000). 

La observación de que la inhibición de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria puede 

inducir cambios patológicos en regiones del cerebro específicas muy similares a las observadas en 

ciertas enfermedades neurodegenerativas ha generado un gran interés. La asociación entre la  



excitotoxicidad glutamatérgica y la limitación bioenergética ha sido propuesta para las enfermedades 

de Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, la ALS (Beal, 1998), y en muchos casos están 

involucrados complejos específicos de la cadena respiratoria.  

 

II. ANTECEDENTES 

Esclerosis Lateral Amiotrófica 

La esclerosis lateral amiotrófica (ALS), descrita en 1869 por el neurólogo francés Jean-Martin 

Charcot, es una enfermedad neurodegenerativa devastadora que se caracteriza por la muerte selectiva y 

progresiva de las motoneuronas superiores e inferiores, lo que va conduciendo a una parálisis 

progresiva, depresión respiratoria y muerte usualmente a los 2-5 años después del comienzo de los 

síntomas. Dependiendo de cuáles motoneuronas son afectadas principalmente, ya sea las 

motoneuronas inferiores, localizadas en las astas ventrales de la médula espinal, o las motoneuronas 

superiores, localizadas en el tallo cerebral y en la corteza motora cerebral, la ALS puede ser clasificada 

de 2 formas: de inicio espinal (∼75% de los casos), caracterizada por debilidad y atrofia muscular, 

calambres, fasciculaciones (contracciones, sacudidas y temblores involuntarios de grupos de fibras 

musculares), espasticidad o aumento anormal del tono muscular y parálisis, y de inicio bulbar (∼25% 

de los casos), que se caracteriza por disfagia (dificultad para tragar) y disartria (dificultad para hablar) 

progresivas, espasticidad e hiperreflexia (Mulder et al., 1986). También se da una pérdida anormal de 

la masa muscular y del peso corporal. Puesto que la pérdida neuronal en ALS es selectiva, la 

enfermedad no disminuye la capacidad mental de los enfermos. En la mayoría de los pacientes con 

ALS, la muerte se debe a paro respiratorio provocado por la denervación de los músculos respiratorios 

y del diafragma. La prevalencia de la ALS es de aproximadamente 2 a 6 casos por cada 100,000 

habitantes cada año y la edad media de inicio de los síntomas es de 55 años, aunque puede comenzar a 

edades menores (Chancellor y Warlow, 1992).  

La enfermedad se da en las formas familiar y esporádica, con síntomas y cursos clínicos muy similares 

y características patológicas comunes, como la presencia de acumulaciones anormales de 

neurofilamentos en las motoneuronas afectadas (Julien, 2001). La esclerosis lateral amiotrófica 

familiar (FALS) representa un 5-10 % de los casos y tiene un patrón de herencia autosómica 

dominante, mientras que la esclerosis lateral amiotrófica esporádica (SALS) tiene una mayor 
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frecuencia y constituye la mayoría de los casos de ALS (~90-95 %). Entre los casos de FALS, 

aproximadamente 20 % son causados por mutaciones en el gen SOD1 que codifica para la enzima 

Cu2+-Zn2+ superóxido dismutasa 1 (SOD1) (Rosen et al., 1993). Sin embargo, la causa de la mayoría 

de los casos de ALS es desconocida hasta la fecha y se han propuesto varias hipótesis como probables 

mecanismos que expliquen la muerte selectiva de las motoneuronas superiores e inferiores. Estas 

hipótesis incluyen daño oxidativo debido a la acumulación de ROS, deterioro del transporte y 

estrangulación axonal, desorganización de neurofilamentos, mal plegamiento de proteínas y toxicidad 

de agregados intracelulares, disfunción mitocondrial, inflamación, apoptosis y excitotoxicidad causada 

por una excesiva neurotransmisión glutamatérgica (Julien, 2001; Boillee et al., 2006; Bruijn et al., 

2004; Cleveland y Rothstein, 2001; Rowland y Shneider, 2001; Shaw, 2005). Debido a que el curso 

clínico de la enfermedad es muy variable, el mecanismo de muerte neuronal puede resultar de la 

lamentable coincidencia de muchos factores antes que de una sola alternativa. 

La patogénesis de la ALS ha sido estudiada en muestras de autopsia de pacientes con la enfermedad, 

pero ésto no ha proporcionado información fehaciente de los mecanismos patofisiológicos de la 

degeneración de las motoneuronas durante la etapa clínica progresiva, desde el comienzo de la 

enfermedad hasta la muerte de los pacientes. Las características patológicas distintivas que se han 

encontrado en la médula espinal de pacientes de ALS a los que se les ha practicado la autopsia, 

incluyen la atrofia de motoneuronas dañadas con hinchamiento notable del cuerpo neuronal y axones 

proximales, anormalidades intracitoplásmicas de los neurofilamentos, y la presencia de cuerpos de 

Bunina (que son inclusiones intracitoplasmáticas pequeñas y eosinofílicas, de material electrodenso 

amorfo, de origen lisosomal y que son inmunorreactivas para cistatina C y transferrina, generalmente 

se consideran una característica patológica específica de la ALS), inclusiones ubiquitinadas en los 

axones afectados y en los cuerpos celulares que se pueden dividir en cuerpos esféricos compactos 

(inclusiones parecidas a los cuerpos de Lewy) o inclusiones con perfil filamentoso; esta patología de 

las motoneuronas es frecuentemente acompañada de gliosis reactiva (Strong et al., 2005).   

Basándose en los múltiples eventos que se considera contribuyen a la pérdida selectiva de las 

motoneuronas como blancos para la terapia, se han probado muchas drogas diferentes en su capacidad 

para aliviar o retardar los síntomas de los pacientes con ALS o para prolongar su sobrevivencia, pero 

desgraciadamente ninguno ha sido efectivo. El único compuesto utilizado actualmente que disminuye 
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ligeramente la progresión de la enfermedad y prolonga, también ligeramente, la sobrevivencia de los 

pacientes con ALS, sin mejorar la función motora, es el riluzol. Esta droga reduce la liberación de 

glutamato de las terminales nerviosas probablemente mediante la estabilización del estado inactivo de 

los canales de Na+ dependientes de voltaje y por una vía intracelular acoplada a proteínas G (Bensimon 

et al., 2002; Bensimon et al., 1994; Doble, 1996; Lacomblez et al., 2002; Lacomblez et al., 1996). 

 

Las mutaciones en la SOD1 son la causa de un tipo de  FALS 

La Cu2+-Zn2+ superóxido dismutasa (SOD1) es una enzima citoplásmica expresada ubicuamente que 

cataliza la dismutación del radical O2
•- a H2O2 + O2 y por lo tanto es una importante enzima 

antioxidante que protege a las células contra el estrés oxidativo. El átomo de cobre de la enzima es 

alternativamente reducido y oxidado por el superóxido, mientras que el átomo de zinc da estabilidad 

estructural a la proteína: ambos cationes están localizados al fondo de un canal del sitio activo 

(Liochev y Fridovich, 2000; Tainer et al., 1982). Las mutaciones de la SOD1 que causan la 

enfermedad están diseminadas a lo largo de la estructura primaria de la proteína. Se han encontrado 

más de 100 mutaciones (Andersen, 2000; Andersen et al., 2001; Gaudette et al., 2000), y todas excepto 

una, SOD1D90A (Andersen et al., 1996; Andersen et al., 1995), causan la enfermedad hereditaria 

dominante. Se han desarrollado ratones y ratas transgénicos que expresan la SOD1 humana mutada 

como modelos animales de la ALS, los que han sido ampliamente utilizados para tratar de entender los 

mecanismos de la muerte selectiva de las motoneuronas y para probar agentes terapéuticos; sin 

embargo, estos modelos tienen la enorme limitación de que sólo representan una pequeña proporción 

de los enfermos con FALS y aproximadamente sólo del 2–3 % del total de la ALS humana, además, 

muchos de los agentes terapéuticos que han funcionado al menos en parte en este modelo resultan ser 

inefectivos para el tratamiento de la ALS. Las mutaciones más comunes que han sido expresadas en 

los ratones transgénicos son la G93A, A4V, G37R y G85R (Gurney et al., 1994; Wong et al., 1995; 

Bruijn et al., 1997). La enfermedad en los ratones transgénicos comienza con debilidad en las 

extremidades posteriores, deterioro en la extensión de las patas y longitud de zancada acortada, y 

continúa hasta la parálisis completa de las extremidades, principlamente las traseras, en pocos días 

(Gurney et al., 1994).   
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Ha sido un reto tratar de entender la toxicidad de las mutantes de la SOD1. Se ha demostrado que la 

toxicidad mediada por la SOD1 en la ALS no se debe a la pérdida de su actividad catalítica, sino más 

bien a una ganancia de función que le confiere una ó más propiedades tóxicas que son independientes 

de los niveles de su actividad de dismutasa (Brown, 1995). Los principales argumentos contra la 

importancia de la pérdida de la función como dismutasa son que los ratones knockout para la SOD1 no 

desarrollan enfermedad de las motoneuronas (Reaume et al., 1996) y que los niveles de actividad de la 

SOD1 no correlacionan con la enfermedad ni en los ratones ni en los humanos. De hecho, algunas 

enzimas con mutaciones retienen su actividad de dismutasa completa (Borchelt et al., 1994; Bowling 

et al., 1995), y el incremento crónico en los niveles de SOD1 nativa (y por lo tanto de actividad de 

dismutasa) no tienen efecto en el curso de la enfermedad (Bruijn et al., 1998) o hasta la aceleran 

(Jaarsma et al., 2000). La propiedad tóxica adquirida probablemente perturba muchas funciones 

celulares básicas en las neuronas, incluyendo la ruptura de proteínas por el sistema ubiquitina-

proteosoma, el transporte axonal anterógrado lento, el transporte axonal retrógrado rápido, la 

homeóstasis de Ca2+, la función mitocondrial y el mantenimiento de la arquitectura del citoesqueleto 

(Bruijn et al., 2004). La toxicidad puede resultar de, ya sea una química aberrante, mediada por los 

agregados de proteínas mutantes desdobladas, que puede desregular el equilibrio redox (Harraz et al., 

2008) o producir pérdida o secuestro de componentes celulares esenciales, por ejemplo saturando las 

chaperonas que intervienen en el plegamiento de proteínas y/o la maquinaria de la degradación de 

proteínas (Bruijn et al., 2004; Cleveland y Rothstein, 2001; Harraz et al., 2008). Esto incluye estrés del 

retículo endoplásmico y acumulación de la SOD1 mutante en microsomas (Kikuchi et al., 2006; 

Nishitoh et al., 2008). El descubrimiento de inclusiones citoplásmicas prominentes en las 

motoneuronas y, en algunos casos, dentro de los astrocitos que las rodean en los modelos de los 

ratones de ALS mediados por la SOD1 mutada y en todos los casos reportados de ALS humana 

(Bruijn et al., 1998), dio lugar a la hipótesis de toxicidad por la agregación de proteínas. Estas 

inclusiones son generalmente elementos insolubles a detergentes, dispersados en el citosol, que han 

sido caracterizados por tinciones para ubiquitina y SOD1 (Basso et al., 2006; Wood et al., 2003). La 

toxicidad a las motoneuronas generada por las mutantes de SOD1 parece ser no autónoma de un solo 

tipo celular, ya que el daño por las mutantes ocurre no solamente en las neuronas, sino también en las 

células no-neuronales, sugiriendo que la muerte neuronal depende, al menos en parte, de una 
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contribución de los astrocitos de alrededor y posiblemente otros tipos celulares (Cassina et al., 2008; 

Clement et al., 2003; Yamanaka et al., 2008). 

 

Hipótesis de la excitotoxicidad mediada por glutamato como causa de la ALS 

Se encontró que la alta incidencia de ALS-PDC (amyotrophic lateral sclerosis/parkinsonism-dementia 

complex) en la Isla de Guam, localizada en el Pacífico occidental, se debía a la ingestión en la dieta de 

la semilla Cycas circinalis. Algunos contaminantes raros de alimentos son análogos del glutamato y 

causan excesiva activación de sus receptores, produciendo muerte neuronal. Esta semilla contiene el 

aminoácido β-N-metilamino-L-alanina (BMAA), el cual en presencia de bicarbonato, se vuelve 

excitotóxico mediante un mecanismo que involucra la activación de los receptores AMPA y NMDA. 

La acción del BMAA puede ser bloqueada por el antagonista de los receptores tipo NMDA D-AP5 y 

por el antagonista de los receptores tipo AMPA/kainato NBQX (Spencer et al., 1987; Rao et al., 2006; 

Ince y Codd, 2005). 

De entre las diferentes hipótesis postuladas, la excitotoxicidad mediada por glutamato es considerada 

como un mecanismo probable que conduce a la degeneración de motoneuronas tanto en la SALS como 

en la FALS. Como ya se mencionó, el glutamato puede producir excitotoxicidad por medio de la 

sobreactivación de los receptores tipo NMDA, AMPA y kainato. Las motoneuronas espinales son 

particularmente vulnerables a AMPA o kainato, agonistas de los receptores tipo AMPA, 

probablemente por el flujo de Ca2+ a través de este tipo de receptores permeables a Ca2+ que carecen de 

la subunidad GluR2 o cuya subunidad no ha sido editada posttranscripcionalemente en el sitio Q/R, 

tanto in vitro (Carriedo et al. 1995; Carriedo et al., 1996; Greig et al., 2000; Hugon et al. 1989; 

Rothstein y Kuncl 1995; Shaw 1999; Van Damme et al., 2002; Van Den Bosch et al., 2000; Williams 

et al., 1997) como in vivo (Corona y Tapia, 2004; Corona y Tapia, 2007). Por lo tanto, la activación de 

este tipo de receptores puede tener consecuencias patofisiológicas significativas que pueden estar 

involucradas en la ALS.  

Los resultados de estudios sobre la expresión de GluR2 en motoneuronas espinales de humanos y ratas 

son controversiales ya que algunos estudios han informado que la subunidad GluR2 no se ha podido 

detectar en estas neuronas (Williams et al., 1997; Bar-Peled et al., 1999), mientras que en otros 

estudios se ha detectado y hasta cuantificado el nivel de expresión del mRNA de esta subunidad 
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(Tomiyama et al., 1996; Virgo et al., 1996; Kawahara et al., 2003). Así, Williams y colaboradores 

informaron que en motoneuronas humanas normales de médula espinal no se detectó el mRNA de la 

subunidad GluR2, mientras que los mRNAs de las demás subunidades estaban claramente presentes, 

sugiriendo que la mayoría de los receptores tipo AMPA en estas células son permeables a Ca2+ 

(Williams et al., 1997). Por otro lado, en otro estudio se midió la abundancia relativa del mRNA de la 

subunidad GluR2 in situ en motoneuronas de médula espinal humana y en otros subconjuntos 

neuronales y se demostró que los niveles de mRNA de la subunidad GluR2 en las motoneuronas 

espinales era menor en comparación con los de otras poblaciones neuronales, pero no se encontró 

diferencia entre los pacientes con ALS y otros pacientes neurológicos (Kawahara et al., 2003). A 

diferencia de esto, Virgo y colaboradores cuantificaron los niveles de mRNA de las subunidades del 

receptor en homogenados de médula espinal encontrando una disminución significativa del mRNA de 

la subunidad GluR2 en las médulas espinales de pacientes con ALS comparado con los controles 

(Virgo et al., 1996). Además, también se han investigado los cambios moleculares del mRNA de la 

subunidad GluR2 de los receptores tipo AMPA en médula espinal de pacientes con ALS, pacientes 

con otras enfermedades neurológicas y pacientes control. Se mostró que existe un defecto en la edición 

del mRNA que codifica para ésta subunidad en las motoneuronas espinales de individuos afectados 

por la ALS. Se encontró que la eficiencia de la edición del sitio Q/R en el mRNA de la subunidad 

GluR2 era significativamente menor en las astas ventrales de la médula espinal de pacientes con ALS 

comparado con cualquier región espinal de los controles con otras enfermedades y controles normales 

(Takuma et al., 1999). De igual forma se encontró después que la edición de ésta subunidad GluR2 era 

deficiente en las motoneuronas espinales de algunos pacientes con ALS, mientras que no estaba 

alterada en las motoneuronas de pacientes control, y era prácticamente normal en las células 

cerebelares de Purkinje en ambos grupos de pacientes con y sin ALS (Kawahara et al., 2004; Kwak y 

Kawahara, 2005). Por otra parte, se encontró que la eficiencia para editar el sitio Q/R del RNA de la 

sununidad GluR2 en las ratas transgénicas con la SOD1 humana mutada era normal (Kawahara et al., 

2006), sugiriendo que los mecanismos de muerte neuronal en la SALS y la FALS son diferentes. 

Las motoneuronas son particularmente vulnerables a la sobrecarga de Ca2+ intracelular porque tienen 

una baja capacidad de amortiguamiento debido a mecanismos deficientes de homeostasis de Ca2+ 

intracelular. Las motoneuronas espinales de personas sanas y pacientes con ALS, y de ratas y ratones 
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carecen de las 2 principales proteínas que unen calcio, la calbindina D-28k y la parvalbúmina, mientras 

que otras motoneuronas que generalmente no se afectan en la ALS, como las de los núcleos 

oculomotor y de Onuf sí expresan alguna de estas proteínas (Alexianu et al., 1994; Ince et al., 1993; 

Celio, 1990; Palecek et al., 1999). Además, se ha demostrado in vitro que las motoneuronas no tienen 

la capacidad mitocondrial suficiente para amotiguar grandes elevaciones en las concentraciones de 

calcio que se dan como consecuencia de la activación rápida y repetitiva de los receptores tipo AMPA 

por la exposición a kainato, debido en parte a una densidad mitocondrial por volumen menor 

comparada con neuronas no-motoras (Grosskreutz et al., 2007). Por lo tanto, la sobreactivación de los 

receptores tipo AMPA permeables a Ca2+, que son abundantes en las motoneuronas espinales, le 

confieren a estas células especial vulnerabilidad a la excitotoxicidad mediada por los receptores 

AMPA.  De hecho, la exposición a AMPA de cultivos de motoneuronas espinales causa un incremento 

en la concentración intracelular de Ca2+ que conduce a una sobrecarga de Ca2+ y despolarización 

mitocondriales, y a la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Carriedo et al., 2000). 

Muchas líneas de evidencia sugieren que el daño mitocondrial, posiblemente relacionado con 

alteraciones en la homeostasis de Ca2+, está involucrado en la ALS esporádica y familiar (Manfredi y 

Xu, 2005; Menzies et al., 2002; Swerdlow et al., 1998; von Lewinski y Keller, 2005).  

Análisis post-mortem de la corteza motora y de la médula espinal de pacientes con ALS revelaron una 

reducción en el contenido del transportador de glutamato EAAT2 (Rothstein y Kuncl, 1995; Rothstein 

et al., 1992; Shaw et al., 1994). Este descubrimiento dio lugar a la hipótesis de que el mal 

funcionamiento de EAAT2 podría ser un mecanismo importante que pudiera explicar la causa de la 

muerte de las motoneuronas en la ALS. Sin embargo, aun no se sabe si la pérdida de los 

transportadores de glutamato en el tejido de pacientes con ALS es una consecuencia o la causa de la 

pérdida neuronal (Sasaki et al., 2000). Además, aun cuando se han descrito niveles incrementados de 

glutamato en el líquido cefaloraquídeo y plasma de pacientes con SALS (Plaitakis y Caroscio, 1987; 

Rothstein et al., 1990), este incremento ocurrió solamente en ~40 % de los pacientes (Shaw et al., 

1995; Spreux-Varoquaux et al., 2002), sugiriendo que el glutamato elevado no parece ser el factor 

desencadenante para la muerte de motoneuronas en la SALS. Asimismo, descubrimientos recientes de 

nuestro laboratorio no apoyan esta hipótesis, ya que el bloqueo farmacólogico agudo (Corona y Tapia, 

2004) y crónico (Tovar-y-Romo et al., 2009) del transporte de glutamato en la médula espinal de rata 
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in vivo, que resulta en concentraciones extracelulares de glutamato elevadas, no causó ni muerte 

neuronal ni déficits motores. Tampoco se observó daño neuronal en el hipocampo y corteza motora de 

los ratones transgénicos FALS en los que el glutamato extracelular fue elevado por el bloqueo del 

transporte (Tovar-y-Romo y Tapia, 2006). 

 

Mitocondria y ALS 

En tejidos de autopsias de pacientes con ALS se han observado anormalidades morfológicas y 

ultraestructurales de las mitocondrias. Se encontraron agregados de mitocondrias anormales en la 

región subsarcolemal del músculo esquelético y en nervios intramusculares (Afifi et al., 1966; Atsumi, 

1981). Posteriormente, también se detectaron anormalidades morfológicas de la mitocondria en axones 

proximales y en las astas ventrales de la médula espinal de pacientes con SALS se encontraron 

conglomerados densos de mitocondrias (Hirano et al., 1984; Sasaki e Iwata, 1996). Estas alteraciones 

se observaron también en menor proporción en las neuronas no afectadas. Además, en biopsias de 

músculos de pacientes con ALS se encontraron mitocondrias con volumen incrementado y con niveles 

de Ca2+ elevados en las terminales nerviosas, lo que no se observó en pacientes con otras neuropatías 

ni en los sujetos controles (Siklos et al., 1996). Por otro lado, se encontraron mitocondrias gigantes con 

inclusiones intramitocondriales en el hígado de 21 pacientes con ALS, estas alteraciones fueron 

específicas de la enfermedad (Nakano et al., 1987). Las observaciones de la función mitocondrial han 

proporcionado evidencia consistente con las observaciones morfológicas. Se han  identificado déficits 

en las actividades del los complejos I y IV de la cadena respiratoria en músculo esquelético y médula 

espinal de pacientes con SALS (Wiedemann et al., 1998; Vielhaber et al., 2000; Borthwick et al., 

1999; Wiedemann et al., 2002). No obstante, en otro trabajo no se encontraron defectos en la función 

de la cadena respiratoria mitocondrial de músculo esquelético de pacientes con ALS comparados con 

los controles (Echaniz-Laguna et al., 2002). También se ha reportado en algunos pocos casos de ALS 

que la enfermedad resulta ser una mitocondriopatía (Finsterer, 2002; Finsterer, 2003; Comi et al., 

1998). Se encontró una mutación en el DNA mitocondrial en el gen que codifica para la subunidad I 

del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial en un caso de SALS (Comi et al., 1998). Todos 

estos datos sugieren que el daño en la cadena respiratoria mitocondrial podría ser un aconteciemiento 

relevante en la patogénesis de la SALS. El problema es que no se sabe aún si las anormalidades en las 
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mitocondrias reflejan la causa del proceso de la enfermedad o si son consecuencia del transcurso de la 

degeneración neuronal, ésto debido a que los estudios en los tejidos humanos se realizan después del 

comienzo de la enfermedad o post-mortem, por esta razón es necesario hacer más estudios para poder 

determinar el grado de implicación de la disfunción mitocondrial en la ALS humana. 

 

Estrés oxidativo en la ALS 

Se ha propuesto que el estrés oxidativo es uno de los mecanismos implicados en la degeneración de las 

motoneuronas en la ALS. Existe numerosa evidencia que apoya la participación del estrés oxidativo en 

la patogénesis de la ALS. Tejidos post mortem de pacientes con ALS han revelado daño oxidativo 

incrementado a los componentes celulares comparado con los controles. Estas muestras de tejido del 

SNC (principalmente de la médula espinal) de pacientes con SALS y FALS han mostrado aumento del 

daño oxidativo al DNA (Ferrante et al., 1997; Fitzmaurice et al., 1996), niveles elevados de proteínas 

carboniladas (Shaw et al., 1995; Ferrante et al., 1997) y de 3-nitrotirosina; notablemente, la 

inmunorreactividad para la 3-nitrotirosina se detectó más intensamente en las motoneuronas (Abe et 

al., 1995; Abe et al., 1997; Beal et al., 1997). Además, se encontró que la peroxidación de lípidos y la 

glicoxidación de proteínas eran mayores en las motoneuronas espinales y las células gliales (Shibata et 

al., 2001).  

Los marcadores de daño oxidativo también se han analizado en muestras de líquido cefalorraquídeo y 

en plasma sanguíneo de pacientes vivos con ALS durante el curso de la enfermedad, mostrando un 

aumento en el daño oxidativo al DNA en ambos fluídos y también en orina -que fue determinado 

midiendo los niveles de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8OH2’dG), un marcador estable de daño 

oxidativo a DNA, por medio de un método de cromatografía líquida electroquímica basado en una 

columna de carbón porosa selectiva para las purinas- (Bogdanov et al., 2000; Ihara et al., 2005), 

peroxidación de lípidos tanto en plasma como en líquido cefalorraquídeo (Oteiza et al., 1997; Smith et 

al., 1998; Bonnefont-Rousselot et al., 2000; Simpson et al., 2004), y una elevación notable en los 

niveles de 3-nitrotirosina en el líquido cefalorraquídeo (Tohgi et al., 1999), aunque este último 

resultado es controversial (Ryberg et al., 2004). El incremento en el daño oxidativo a las 

macromoléculas también ha sido demostrado en los modelos transgénicos de ratones con FALS que 

expresan la SOD1 mutada (Andrus et al., 1998; Liu et al., 1998; Liu et al., 1999; Poon et al., 2005; 
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Casoni et al., 2005), sugiriendo que el estrés oxidativo es un mecanismo que participa en la 

patogénesis de al menos un ∼20 % de los pacientes con FALS. En modelos in vitro, las motoneuronas 

espinales a las que se les ha inducido excitotoxicidad por la exposición a AMPA, presentaron 

sobrecarga de Ca2+ mitocondrial desencadenando despolarización mitocondrial y generación de ROS 

(Carriedo et al., 2000). 

Todos estos datos apoyan la hipótesis de que el estrés oxidativo es un mecanismo que contribuye al 

daño de las motoneuronas en la ALS, sin embargo, aun no está claro si el estrés oxidativo es una causa 

o una consecuencia de la enfermedad, puesto que puede desencadenar otros procesos celulares que han 

sido propuestos también como mecanismos de neurodegeneración (como son la excitotoxicidad, 

disfunción mitocondrial, agregación de proteínas, etc), o puede ser provocado o agravado por ellos.  

Se ha probado la administración de antioxidantes en los ratones transgénicos que expresan la SOD1 

mutada, en general estos tratamientos han modificado tanto el tiempo de inicio de los síntomas como 

la sobrevivencia. El tratamiento de los animales con vitamina E, catalasa y ginseng retrasaron 

significativamente la edad de inicio de los síntomas pero con efecto insignificante en la sobrevivencia 

(Gurney et al., 1996; Reinholz et al., 1999; Jiang et al., 2000). Los tratamientos con la coenzima Q10, 

creatina, un extracto de vino tinto y miméticos de la SOD1 / catalasa extendieron la sobrevivencia pero 

no la edad de incio de los síntomas (Matthews et al., 1998; Klivenyi et al., 1999; Amodio et al., 2006; 

Jung et al., 2001). Por otro lado, los tratamientos con celastrol, té verde y Neu2000 retrasaron tanto el 

inicio de los síntomas como la edad de muerte (Kiaei et al., 2005; Koh et al., 2006; Shin et al., 2007). 

La profirina de manganeso AEOL-10150 administrada continuamente desde el inicio de los síntomas 

retrasó el progreso de la parálisis e incrementó notablemente la sobrevivencia y por esta razón parece 

ser un agente antioxidante prometedor en el tratamiento de la ALS (Crow et al., 2005). 

Desafortunadamente, muchos de los agentes terapéuticos que han tenido efectos positivos en los 

ratones transgénicos, han fallado en tener éxito en los pacientes. Las pruebas clínicas para 

antioxidantes como la vitamina E, la N-acetilcisteína, la L-metionina, la coenzima Q10 y la selegilina 

que es un inductor de las enzimas antioxidantes, no han mostrado resultados benéficos. Sin embargo, 

la calidad y diseño de los estudios clínicos ha sido pobre en general y un factor crítico es entender la 

farmacocinética y la farmacodinamia de los compuestos para que los estudios sean capaces de detectar 

algún efecto si lo hay. Además, un reto asociado con la terapia antioxidante para los pacientes con 
33 

 



ALS es la falta de compuestos antioxidantes potentes que crucen la barrera hematoencefálica. 

Actualmente se están realizando las pruebas clínicas para el antioxidante AEOL 10150, la profirina de 

manganeso que atrapa peroxinitrito y otros oxidantes perjudiciales, y también se está estudiando en 

humanos el antioxidante MCI-186 (edaravona), un atrapador de radicales libres con efectos potenciales 

en la función mitocondrial (Barber et al., 2006; Corona et al., 2007; Brooks, 2009). 

 

Modelo in vivo de degeneración aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicicidad 

Se han desarrollado modelos experimentales in vitro e in vivo para tratar de entender mejor la 

enfermedad y estos modelos también han permitido probar posibles estrategias terapéuticas. Sin 

embargo, estos modelos tienen muchas limitaciones y no han tenido éxito en el diseño de tratamientos 

efectivos que detengan el curso de la enfermedad. Por lo tanto, todavía se necesita un modelo integral 

que reproduzca la muerte de las motoneuronas crónica y progresiva y las principales características de 

la enfermedad. Debido a que hay más modelos animales para la FALS que para la SALS a pesar de 

que ésta última representa más del 90 % de los casos, y basados en el hecho de que la sobreactivación 

de los receptores tipo AMPA permeables a Ca2+, que son abundantes en las motoneuronas espinales, 

hace a estas células especialmente vulnerables a la excitotoxicidad, se desarrolló en el laboratorio un 

modelo in vivo de muerte selectiva de motoneuronas, basado en la perfusión por microdiálisis de 

AMPA en la zona lumbar de la médula espinal de ratas, que puede ser útil para estudiar los 

mecanismos de muerte de motoneuronas y para probar agentes terapéuticos potenciales (Corona y 

Tapia, 2004). El objetivo de los primeros experimentos en este esfuerzo era probar si la 

excitotoxicidad producida por los agonistas de los receptores NMDA y AMPA/kainato o por el 

glutamato endógeno induciría muerte de las motoneuronas espinales y parálisis en la rata. Se encontró 

que la concentración endógena de glutamato extracelular elevada mediante la inhibición del transporte 

de glutamato no causó alteraciones motoras ni pérdida de motoneuronas, resultados que no apoyan la 

hipótesis de la excitotoxicidad mediada por glutamato resultante de la pérdida de los transportadores 

de glutamato. Por otro lado, la perfusión de AMPA, a diferencia de la de NMDA o la de kainato, 

produjo parálisis permanente en la extremidad posterior ipsilateral y una pérdida notable de las 

motoneuronas espinales (figura 5), que comenzó a las ~3-6 horas después del comienzo de la perfusión 

y fue progresando hasta alcanzar el punto final a las 12 horas, cuando se da la pérdida  de 
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prácticamente todas las motoneuronas en el segmento espinal estudiado. Todos estos efectos fueron 

prevenidos por el NBQX, antagonista de los receptores tipo AMPA, y por un inhibidor de proteasas 

(Corona y Tapia, 2004; Corona y Tapia, 2008). 

 

Figura 5. Micrografías representativas del efecto de la perfusión por microdiálisis de AMPA 6 mM en la médula 
espinal lumbar de la rata, 24 horas después del experimento. Los rectángulos en A indican las regiones 
amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. Nótese la pérdida casi completa de las 
motoneuronas en el lado ipsilateral visualizadas después del teñido con violeta de cresilo (A-C) o por medio de 
la inmunohistoquímica para la colina acetiltransferasa (ChAT), enzima que sintetiza la acetilcolina en las 
motoneuronas (D-E). Las motoneuronas del lado contralateral muestran una morfología e inmunohistoquímica 
normales. La fotografía de abajo muestra una rata tratada con AMPA 6 mM 24 horas después del experimento, 
mostrando una total parálisis de la pata ipsilateral al sitio de la microdiálisis. Barra en (A) = 400 µm, (B-E) = 100 
µm (Tomado de Corona y Tapia, 2007). 
 

El hecho de que la muerte de las motoneuronas en este modelo comience solamente después de las 3-6 

horas de la infusión de AMPA, y sea completa hasta las 12-24 horas condujo a la hipótesis de que la 

entrada de Ca2+ probablemente a través de los receptores tipo AMPA permeables a Ca2+, induce un 

proceso deletéreo retardado que conduce a la muerte de las motoneuronas. Para probar esta hipótesis, 

el AMPA fue co-administrado con 1-naftil acetil espermina (NAS), que es un bloqueador selectivo de 
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los receptores tipo AMPA que carecen de la subunidad GluR2 (Greig et al., 2000; Koike et al., 1997; 

Noh et al., 2005; Yin et al., 2002). Este compuesto previno significativamente la pérdida de las 

motoneuronas y la parálisis subsecuente (Corona y Tapia, 2007), indicando que las motoneuronas 

espinales de la rata poseen receptores tipo AMPA permeables a Ca2+ funcionales que carecen de la 

subunidad GluR2, y sugiriendo que el proceso celular que lleva  a la muerte de las motoneuronas en 

este modelo, in vivo, es desencadenado por un incremento en la concentración intracelular de Ca2+ vía 

estos receptores. La hipótesis de que ese incremento es responsable del daño fue confirmada por la co-

perfusión del quelante de Ca2+ intracelular, el ácido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N´,N´-

tetraacético tetrakis (acetoximetil ester) (BAPTA-AM) con AMPA, que fue tan efectivo como el NAS 

en la prevención del daño a las motoneuronas y la parálisis (Corona y Tapia, 2007). La relevancia de 

estos descubrimientos es notable porque, a diferencia de algunos otros experimentos realizados in vitro 

en los cuales la concentración de Ca2+ en el medio de cultivo tuvo que ser elevada de 2 mM a 10 mM 

(Van Den Bosch et al., 2000; Carriedo et al., 1996), la muerte neuronal se debe a los incrementos de 

Ca2+ citoplásmico que ocurren bajo las concentraciones fisiológicas extracelulares de este catión (2 

mM). Todos estos datos en conjunto sugieren que los receptores tipo AMPA pueden jugar un papel 

importante en el desarrollo de la ALS. 

 

Sustratos energéticos y antioxidantes como neuroprotectores 

Dado que uno de los mecanismos mediante los cuales la concentración intracelular incrementada de 

Ca2+ induce la muerte neuronal es la deficiencia en la función mitocondrial (Beal, 1992; Manfredi y 

Xu, 2005; Nicholls y Budd, 2000; Schinder et al., 1996; von Lewinski y Keller, 2005), se quiso probar 

si esta deficiencia está involucrada en la degeneración de las motoneuronas espinales inducida por 

AMPA. También en el trabajo anteriormente mencionado (Corona y Tapia, 2007) y utilizando el 

mismo modelo, se estudió el efecto neuroprotector del piruvato, un sustrato del metabolismo 

energético que es rápidamente oxidado por la mitocondria, perfundiéndolo por microdiálisis en la 

médula espinal. Este compuesto también previno la parálisis y la muerte de las motoneuronas. El 

hecho de que el piruvato también proteja de los efectos excitotóxicos del AMPA, sugiere que la 

concentración intracelular incrementada de Ca2+ interfiere con el metabolismo energético 

mitocondrial. Concordando con esta idea, en cultivos de neuronas del núcleo estriado de ratón, el 
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piruvato y el lactato protegieron de la neurotoxicidad inducida por NMDA o AMPA (Maus et al., 

1999). La suplementación con piruvato atenúa significativamente la excitotoxicidad en células 

granulares cereberales sometidas a una exposición crónica a glutamato (Jekabsons y Nicholls, 2004).  

Por otro lado, el piruvato protegió del daño inducido por H2O2 también en cultivos de neuronas del 

núcleo estriado de ratón. Al parecer el efecto neuroprotector del piruvato también se debe a la 

habilidad que tienen los α-cetoácidos de actuar como atrapadores de radicales libres, de hecho, varios 

α-cetoácidos como son el oxaloacetato, el α-cetobutirato y el α-cetoglutarato, tuvieron el mismo efecto 

neuroprotector ante la toxicidad inducida por H2O2 (Desagher et al., 1997). En una línea celular híbrida 

motoneuronas-neuroblastoma (VSC 4.1) expresando la SOD1 mutada (G93A) que es considerada 

como un modelo de ALS in vitro, el piruvato redujo significativamente la muerte celular y la 

producción de ROS inducidas por cobre, ya que el tratamiento con cloruro de cobre redujo la 

viabilidad e incrementó los niveles de peróxidos endógenos en estas células (Kim et al., 2005). Esto 

sugiere que, aunque el piruvato está probablemente actuando como un sustrato energético 

suplementario para restaurar la función mitocondrial, también es probable que actúe como un 

antioxidante. En otro estudio de citotoxidad inducida por H2O2, realizado en cultivos de la línea celular 

V79 de hamster chino (fibroblastos pulmonares) se observó una protección eficiente contra los efectos 

letales del H2O2 por el piruvato y otros α-cetoácidos, como el α–cetobutirato, α-cetoglutarato y α-

cetoadipato, aunque para que éstos últimos ejercieran sus efectos protectores se requirieron 

concentraciones mayores, indicando que tanto el piruvato como otros α-cetoácidos poseen actividad 

antioxidante (Andrae et al., 1985). Esto se atribuye a la capacidad que tienen los α-cetoácidos de 

reaccionar vía no-enzimática con el H2O2 descarboxilándose, de esta manera convierten el H2O2 a H2O 

liberando CO2 y produciendo el ácido carboxílico correspondiente:  

R - CO COOH + H2O2     →    R - COOH + CO2 + H2O 

 

Existe evidencia del efecto neuroprotector del cuerpo cetónico D-β-hidroxibutirato (D-BHB) contra la 

toxicidad producida por glutamato. El daño neuronal y el estrés oxidativo mediados por la 

excitotoxicidad provocada por la inyección intraestriatal de glutamato en ratas, se ven aumentados 

cuando a éstas se les provoca daño en el metabolismo energético mediante la inhibición de la 

glucólisis por la administración sistémica de iodoacetato (IOA). El tratamiento de estas ratas con D-
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BHB reduce significativamente las lesiones estriatales y la lipoperoxidación (Mejía-Toiber et al., 

2006). Asimismo, los ratones transgénicos que expresan el gen de la SOD1 humana mutada (G93A) 

fueron alimentados con una dieta cetogénica teniendo como resultado alteraciones significativas en las 

manifestaciones clínicas de la enfermedad. La función motora de los ratones transgénicos alimentados 

con la dieta cetogénica se preservó por más tiempo comparada con los ratones control; la dieta también 

tuvo efecto en el peso de los animales durante el progreso de la enfermedad, ya que los animales 

alimentados con la dieta cetogénica ganaron peso más rápidamente durante la fase presintomática y 

perdieron peso más lentamente conforme la enfermedad fue progresando. También se observó una 

preservación significativa de las motoneuronas de la médula espinal lumbar en los ratones tratados al 

final del estudio (Zhao et al., 2006).   

 

Existe cada vez más evidencia experimental que sugiere que el estrés oxidativo está involucrado en la 

patogénesis de la ALS. Por esta razón, como ya se mencionó, se han probado algunos antioxidantes en 

los modelos experimentales de la ALS para observar su efecto neuroprotector y su potencial uso en el 

tratamiento de la enfermedad. En un estudio realizado con los ratones transgénicos SOD1-G93A, se 

probó la eficacia del ascorbato sólo y combinado con trientina, un quelante de cobre, antes o después 

del inicio de los síntomas de la enfermedad. Los ratones tratados sólo con ascorbato administrado  

antes del inicio de los síntomas, sobrevivieron significativamente más tiempo que los ratones control; 

este efecto también se observó en los ratones tratados con ascorbato y trientina, además, la función 

motora se preservó por más tiempo en este grupo (Nagano et al. 2003). En otro trabajo en el cual se 

examinaron los efectos neuroprotectores del ácido ascórbico contra la toxicidad inducida por NMDA y 

glutamato en cultivos de neuronas de corteza cerebral, el ascorbato protegió completamente contra el 

daño inducido por una baja concentración de NMDA y redujo significativamente la muerte neuronal 

inducida por una concentración mayor de NMDA o por glutamato (Majewska y Bell, 1990). De igual 

manera, se ha comprobado en otros trabajos la neuroprotección proporcionada por el ácido ascórbico 

contra daños resultantes por excitotoxicidad tanto in vitro como in vivo (MacGregor et al., 1996; 

Majewska et al., 1990; Kim et al., 2008).  

Todos estos datos sugieren que tanto el ácido ascórbico como los sustratos energéticos mencionados 

pueden servir como neuroprotectores contra la muerte excitotóxica y en el tratamiento de la ALS. 



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

 

En los antecedentes presentados se mencionó que la muerte selectiva de las motoneuronas inducida 

por la administración de AMPA se debe fundamentalmente al aumento intracelular de Ca2+ a través de 

los receptores tipo AMPA permeables a este catión. Las mitocondrias juegan un papel importante en la 

respuesta de las neuronas a la estimulación excitotóxica y la función mitocondrial puede verse afectada 

por este aumento de Ca2+. Asimismo, la producción de ROS se incrementa ante una concentración 

elevada de Ca2+ intracelular y el estrés oxidativo es un mecanismo que se da durante la 

excitotoxicidad. Es relevante conocer la importancia de la participación de estos mecanismos en la 

degeneración de las motoneuronas para poder proponer agentes neuroprotectores dirigidos a preservar 

la función mitocondrial y evitar el estrés oxidativo en enfermedades en las que la excitotoxicidad esté 

muy probablemente contribuyendo a la neurodegeneración, como la ALS.    

 

IV. HIPÓTESIS: 

 

El aumento en la concentración intracelular de Ca2+ inducida por la administración de AMPA puede 

producir, entre otras cosas, una deficiencia de la función mitocondrial y trastorno del metabolismo 

energético, así como la generación de ROS. Estos 2 mecanismos participan de manera importante en la 

muerte de motoneuronas espinales.  

El déficit de la función mitocondrial resultará en una disminución en la producción de ATP, lo cual es 

al menos parcialmente responsable de la muerte neuronal, por lo que la administración de sustratos 

energéticos que puedan contribuir al restablecimiento o al aumento de la producción de energía y por 

lo tanto a mantener la homeostasis en la concentración intracelular de Ca2+, pueden ejercer protección 

contra la neurodegeneración inducida por el AMPA.   

Asimismo, la administración de antioxidantes o sustratos que puedan contribuir a la disminución de la 

producción de ROS evitará el estrés oxidativo, ejerciendo así un efecto protector contra la 

neurodegeneración.  
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V. OBJETIVOS: 

 

1. Conocer la importancia de la participación de la deficiencia de la función mitocondrial y del 

estrés oxidativo en la muerte selectiva de las motoneuronas espinales ocasionada por la 

sobreactivación farmacológica de los receptores AMPA. 

2. Conocer los posibles efectos neuroprotectores de diferentes sustratos energéticos que actúen 

estimulando el metabolismo energético y la producción de energía y/o como antioxidantes 

(lactato, α-cetobutirato, β-hidroxibutirato, ascorbato) en el modelo agudo de muerte de 

motoneuronas provocado mediante la perfusión de AMPA por microdiálisis en la médula 

espinal de ratas.  

3. Analizar histológica e inmunohistoquímicamente la potencial protección de las motoneuronas 

espinales de la rata con los diferentes agentes neuroprotectores en comparación con el daño 

producido en las motoneuronas espinales por la perfusión de AMPA solo y relacionarlo con la 

función motora de las ratas. 

 

VI. METODOLOGÍA: 

 

Cirugía y microdiálisis en la médula espinal 

El modelo experimental son ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 280-310 g. Se anestesian 

con una mezcla de 4-5 % de halotano en una mezcla 95 % O2 / 5 % CO2 y se montan en aparatos 

estereotáxicos para médula espinal (David Kopf, Tujunga, CA), con una almohadilla isotérmica a 37 

ºC (Braintree Scientific, INC) para mantener la temperatura del animal. Una vez anestesiadas, se les 

realiza una incisión longitudinal en la región de las vértebras lumbares, las cuáles son expuestas 

después de separar y limpiar cuidadosamente el músculo que las rodea. Se taladra un orificio de ~1-2 

mm de diámetro en la segunda-tercera vértebra lumbar y una vez expuesta la médula se procede a 

eliminar las meninges con mucho cuidado para evitar alguna hemorragia; se retira la sangre para 

observar fácilmente la médula y se introduce en ella una cánula de microdiálisis (membrana de diálisis 

de cuprofano de 1 mm de longitud x 0.24 mm de diámetro, CMA/7 Microdialysis Probe, Solna, 

Sweden, previamente lavada con agua destilada por 1 hora a un flujo de 15 μl / minuto), en el asta 
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dorsal derecha sin llegar al asta ventral para evitar daño mecánico en esta región (se introduce 

únicamente la membrana de diálisis de 1 mm).  

Los animales se mantienen con baja anestesia (de 0.8 a 1 % de halotano) durante todo el experimento, 

y las cánulas de microdiálisis se perfunden continuamente con solución Krebs-Ringer normal que 

contiene 118 mM NaCl, 1.2 mM KH2PO4, 4.7 mM KCl, 1.18 mM MgSO4, 25 mM NaHCO3, 10 mM 

de glucosa y 2.5 mM CaCl2 (pH 7.4) a un flujo de 2 µl / minuto, utilizando una microjeringa montada 

en una bomba de microinyección (CMA/100, Carnegie, Sweden). Después de un periodo de 

estabilización de 60 minutos, se colectan continuamente fracciones de microdiálisis de 25 μl (12.5 

minutos). Según sea el caso, el sustrato energético o antioxidante que se está probando como 

neuroprotector se perfunde desde la estabilización junto con la solución Krebs-Ringer, probándolo a 

diferentes concentraciones (adicionándolo a la solución Krebs-Ringer normal y reduciendo la 

concentración de NaCl proporcionalmente para mantener la osmolaridad, así como ajustando el pH a 

7.4 si es necesario). Las 3 primeras fracciones colectadas se utilizan para determinar los niveles 

basales de aminoácidos y en las 2 siguientes fracciones se cambia el medio de perfusión por un medio 

con AMPA (Tocris, Bristol, U.K.) 6 mM (disuelto previamente en agua estéril y adicionándolo a la 

solución Krebs-Ringer + el sustrato energético o antioxidante a probar si es el caso y reduciendo la 

concentración del NaCl proporcionalmente para mantener la osmolaridad). Por último se procede a 

recolectar 3 fracciones adicionales con solución Krebs-Ringer + sustrato energético o antioxidante. Es 

importante considerar que la eficiencia de la membrana de diálisis de la cánula para los compuestos de 

bajo peso molecular como los utilizados en este trabajo y para los aminoácidos colectados es del 7-11 

% (Massieu et al., 1995). De hecho, la eficiencia de las cánulas de microdiálisis para el AMPA fue 

previamente evaluada in vitro por medio de la determinación por cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC) después de su derivaización con o-ftaldialdehído, y se encontró que es de 9.5 ± 1.1 

% (Corona y Tapia, 2007). La concentración de AMPA utilizada y la duración de su administración 

fueron escogidas en base a observaciones dosis-respuesta y resultados previos del laboratorio (Corona 

y Tapia, 2004; 2007). Las concentraciones iniciales de lactato, α-cetobutirato, β-hidroxibutirato y 

ascorbato fueron escogidas en base a resultados previos de este laboratorio para el piruvato (Corona y 

Tapia, 2007), y en base a los trabajos de otros investigadores, extrapolándolas a nuestras condiciones 

experimentales de microdiálisis y tomando en cuenta la eficiencia de la membrana de diálisis que para 
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fines de los cálculos fue considerada del 10 %. 

Se realizan también ratas control perfundiéndolas con los sustratos energéticos o antioxidante en la 

solución Krebs-Ringer para probar que no exista ninguna alteración conductual, ni en las 

concentraciones de aminoácidos, ni alteraciones histológicas. 

Una vez concluido el experimento se sutura la piel del animal, se descontinúa la anestesia y se 

mantienen los animales en cajas durante 24 horas en el bioterio con agua y comida ad libitum. Los 

animales tratados se observan durante y después de la cirugía. 

 

Evaluación de la función motora 

Para analizar la función motora cuantitativamente, se realiza la prueba del rotarod (Columbus 

Instruments, Columbus, OH, USA) 6 y 24 horas después de la cirugía. Las ratas se someten a 2 

sesiones de entrenamiento, un día antes y minutos antes de la cirugía. Se colocan en la barra del 

rotarod con una aceleración de 0.2 rpm/s comenzando desde 10 rpm, y se mide el tiempo que tardan en 

caer, tomando como límite máximo 120 segundos.  

 

Evaluación histológica 

A las 24 horas de la cirugía, después de realizarles la prueba del rotarod, los animales se anestesian 

profundamente con una inyección intraperitoneal de pentobarbital sódico y se perfunden 

transcardialmente con 250 ml de solución salina al 0.9 %, seguida de 250 ml de paraformaldehído al 4 

% en buffer de fosfatos (PB) 0.1 M, pH 7.4. Se extrae la porción lumbar de la médula espinal, se 

mantiene en postfijación con paraformaldehído al 4 % durante 24 horas a 4°C, y después se transfiere 

a soluciones de sacarosa al 10 %, 20 % y 30 % durante 24 horas cada una. Posteriormente, las médulas 

son embebidas en “Tissue tech” y se obtienen cortes coronales seriados de 40-50 μm en un crióstato. 

Cortes alternados de la médula se tiñen con violeta de cresilo o se tratan para inmunohistoquímica 

colocándolos en una caja con buffer de fosfatos-salina (PBS) 0.1 M. Se confirma en todos los casos la 

correcta localización de la cánula de microdiálisis en las astas dorsales sin que haya daño mecánico en 

las astas ventrales. En las médulas teñidas con violeta de cresilo, se cuentan las motoneuronas 

morfológicamente no dañadas que se encentran en el asta ventral, identificadas por su soma de gran 

tamaño (> 25 μm), con citoplasma claramente visible, similares en apariencia a las de las ratas control 
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o a las de el asta ventral contralateral corespondiente, en un campo 10x del microscopio. Se cuentan  

5-6 cortes de la médula espinal por cada rata, separados entre sí ~40-50 µm. 

 

Inmunohistoquímica 

Médula espinal 

Dado el carácter colinérgico de las motoneuronas espinales, éstas se identifican mediante detección de 

la enzima colina acetiltransferasa (ChAT). Los cortes de la médula se colocan en cajas con 500 μl de 

PBS 0.1 M pH 7.4, y se mantienen bloqueando durante 2 horas en agitación con albúmina de suero 

bovino al 5 % (BSA) disuelta en buffer de fosfatos-salina con Tritón X-100 (PBS-Tx) al 0.3 %. Los 

cortes se incuban posteriormente con un anticuerpo primario de cabra anti-ChAT (Chemicon, 

Temecula, CA, USA) a una dilución de 1:200 en PBS-Tx al 0.3 % y albúmina al 5 %, durante toda la 

noche a temperatura ambiente con agitación constante. Se realizan controles a los cuáles no se les 

adiciona el anticuerpo primario. 

Al día siguiente se lavan los cortes 2 veces durante 10 minutos con PBS-Tx al 0.3 % y se adiciona el 

anticuerpo secundario anti-IgG de cabra biotinilado (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) a 

una dilución de 1:200 en PBS-Tx al 0.3 % y se incuban durante 1-2 h. Después de 3 lavados de 10 min 

con PBS-Tx al 0.3 %, se agrega avidina acoplada a Texas Red (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA) a una dilución de 1:200 en PBS- Tx al 0.3 % con un pH de 8.2. La avidina se prepara 30 min 

antes, en la oscuridad y se guarda en refrigeración. Una vez incubadas las muestras con avidina, se 

cubre la caja totalmente con papel aluminio, se mantiene en la oscuridad y con agitación continua 

durante 1-2 h. Por último se realizan 3 lavados de 10 min con PBS y los cortes se montan en 

portaobjetos, con medio de montaje Vectashield (Vector Laboratorios, Burlingame, CA), y se 

observan en un microscopio Nikon equipado con epifluorescencia. 

 

Análisis de aminoácidos extracelulares 

El contenido de aminoácidos en las fracciones de microdiálisis de mide por HPLC después de su 

derivatización con o-ftaldialdehído, como se ha descrito previamente (Salazar et al., 1994; Massieu et 

al., 1995). Las fracciones recolectadas (25 μl) se mezclan con un mismo volumen de o-ftaldialdehído 

(OPA) y 3 min después se inyectan 20 µL en un cromatógrafo líquido de alta resolución Beckman 
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equipado con una columna ODS (25 cm x 4 mm). Como fase móvil se utilizan metanol grado HPLC y 

acetato de potasio (0.1 M, pH 5.5) y se corre en un gradiente lineal de 25 a 75 % metanol, a un flujo de 

1.5 ml/minuto (duración de 15 min). La detección se realiza por la medición de la fluorescencia del 

derivado de OPA, a 330 nm de excitación y 460 nm de emisión. La cuantificación de aminoácidos se 

realiza por comparación con una mezcla estándar de aminoácidos que fueron procesados de la misma 

manera. Los valores reportados no fueron corregidos para la eficiencia de la membrana de diálisis, que 

para las cánulas con una membrana de 1 mm de longitud usadas es de 7.7 ± 1.3 % para el glutamato y 

11.3 ± 0.37 % para el aspartato como ha sido reportado previamente (Corona y Tapia, 2007), valores 

similares a los obtenidos anteriormente (del 7-11 %) para las membranas de 2 mm en pruebas de 

recuperación in vitro (Massieu et al., 1995). 

 

Análisis estadístico 

El conteo de motoneuronas y los resultados de la prueba del rotarod con los diferentes tratamientos 

fueron analizados con la prueba estadística ANOVA con comparaciones post-hoc de la prueba Tukey. 

Un valor de p < 0.05 se consideró estadísticamente significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VII. RESULTADOS: 

 

CONTROL 

Como control se utilizaron ratas a las cuales se les perfundió únicamente solución Krebs-Ringer en la 

región lumbar de la médula espinal por medio de la cánula de microdiálisis introducida en el asta 

dorsal, para comprobar que estas ratas no presentan ninguna alteración conductual ni daño de las 

motoneuronas que se encuentran en el asta ventral. Estas ratas efectivamente no presentan ninguna 

alteración motora manteniéndose en el rotarod hasta el tiempo límite de 120 seg (figura 19), e 

histológicamente no presentan pérdida ni daño de motoneuronas (figuras 6 y 20).  

 
Figura 6. Micrografías representativas de una rata control perfundida sólo con medio Krebs-Ringer. Se 
muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después del 
experimento. A, B y C: tinciones con violeta de cresilo. En A se observa el tracto de la cánula de 
microdiálisis en el asta dorsal ipsilateral. B y C corresponden a los cuadros en A. D y E: 
inmunohistoquímica para la ChAT en las astas ventrales ipsilateral y contralateral. Nótese que las 
motoneuronas en las astas ventrales se encuentran bien preservadas en todas las micrografías. Barras: 
en A = 500 µm, B-E = 100 µm. 
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En todas las condiciones descritas a continuación se perfundió como agente neuroprotector potencial 

el sustrato energético o antioxidante a las concentraciones indicadas disuelto en solución Krebs-Ringer 

desde la estabilización y durante toda la operación (en total 160 min), y se les perfundió AMPA 6 mM 

durante 2 fracciones (25 min) según el modelo agudo de muerte de motoneuronas anteriormente 

descrito (Corona y Tapia, 2004). Dado que el AMPA se perfunde durante 2 fracciones y considerando 

el 10 % de eficiencia para la membrana de diálisis, la cantidad total de AMPA que pasa a la médula 

espinal es de ~0.03 µmoles. Se realizaron intercaladamente controles de ratas tratadas sólo con AMPA 

6 mM, presentando éstas parálisis de la pata trasera ipsilateral, un enorme déficit en el desempeño de 

la prueba del rotarod y pérdida severa de las motoneuronas en el asta ventral del lado ipsilateral a la 

introducción de la cánula de microdiálisis, reproduciéndose los resultados ya descritos (figuras 5, 19 y 

20). También se realizaron controles perfundiendo cada uno de los sustratos energéticos o antioxidante 

sólos sin la perfusión de AMPA a las concentraciones a las que se probó cada uno, en ningún caso 

estos compuestos provocaron pérdida de motoneuronas ni alguna alteración o déficit motor (datos no 

mostrados).  

Es importante mencionar que en todos los casos se midieron las concentraciones extracelulares de 

glutamato y aspartato; en ningún caso, con ninguno de los compuestos probados en este trabajo, se 

observaron elevaciones ni modificaciones significativas en los niveles extracelulares de estos 

aminoácidos, como tampoco sucede con la sola perfusión de AMPA 6 mM. 

 

LACTATO 

Como se mencionó en los antecedentes, previamente se probó la perfusión de un sustrato energético 

que también tiene propiedades antioxidantes, el piruvato, el cual se utilizó a una concentración de 20 

mM; este sustrato previno la neurodegeneración y la parálisis producida por el AMPA (Corona y 

Tapia, 2007). Por esta razón, en este trabajo se decidió probar el lactato, que también puede actuar 

como sustrato energético pero no tiene efectos antioxidantes. 

 

- Lactato 20 mM 

Se probó la perfusión del lactato a una concentración de 20 mM junto con el AMPA 6 mM, a esta 

concentración no se observó protección contra la muerte de motoneuronas ni se previno la parálisis 
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(datos no mostrados). Dado que el lactato se perfunde desde la hora de estabilización y considerando 

el 10 % de eficiencia para la membrana de diálisis, la cantidad total de lactato que pasa a la médula 

espinal a esta concentración es de ~0.64 µmoles. 

 

- Lactato 50 mM 

La perfusión de lactato 50 mM previno parcialmente tanto las alteraciones motoras, como la parálisis 

provocada por el AMPA 6 mM. En todas las ratas se observó un déficit a diferentes niveles de la 

actividad motora en la prueba del rotarod (figura 9 y 19), conductualmente algunas ratas mostraron 

parálisis parcial debido a que mostraron dificultad para incorporar por completo la pata derecha al 

caminar. Dado que el lactato se perfunde desde la hora de estabilización y durante las 8 fracciones de 

microdiálisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la membrana de diálisis, la 

cantidad total de lactato que pasa a la médula espinal a esta concentración es de ~1.6 µmoles. 

Histológicamente se observó que la pérdida de aproximadamente el 89 % de motoneuronas relativo al 

control provocada por el AMPA, se redujo a un  52 % aproximadamente en presencia de lactato 50 

mM (figuras 7,  9 y 20). 

 

- Lactato 100 mM 

La perfusión de lactato 100 mM previno las alteraciones motoras y la parálisis provocadas por el 

AMPA 6 mM. En todas las ratas tratadas se observó un ligero déficit de la actividad motora en la 

prueba del rotarod (figuras 9 y 19). Dado que el lactato se perfunde desde la hora de estabilización y 

durante las 8 fracciones de microdiálisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para 

la membrana de diálisis, la cantidad total de lactato que pasa a la médula espinal a esta concentración 

es de ~3.2 µmoles. Histológicamente se observó que el lactato 100 mM redujo aproximadamente al 40 

% la pérdida de motoneuronas provocada por el AMPA (figuras 8, 9 y 20). 
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Figura 7. Micrografías representativas de una rata perfundida con lactato 50 mM + AMPA 6 mM (n = 
9). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después del 
experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectángulos en A indican las regiones 
amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquímica para la 
ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Nótese la disminución en el número de 
motoneuronas en el lado ipsilateral en comparación con el lado contralateral. Para datos cuantitativos 
del número de motoneuronas véase las figuras 9 y 20. Barras: en A = 500 µm, B-E = 100 µm. No se 
modificó la concentración extracelular de los aminoácidos glutamato y aspartato como se puede 
observar en la gráfica superior izquierda, n = 6 para la determinación de aminoácidos extracelulares.  
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Figura 8. Micrografías representativas de una rata perfundida con lactato 100 mM + AMPA 6 mM    (n 
= 9). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después del 
experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectángulos en A indican las regiones 
amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquímica para la 
ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Nótese la protección de las motoneuronas en el 
lado ipsilateral. Para datos cuantitativos del número de motoneuronas véase las figuras 9 y 20. Barras: 
en A = 500 µm, B-E = 100 µm. No se modificó la concentración extracelular de los aminoácidos 
glutamato y aspartato como se puede observar en la gráfica superior izquierda, n = 8 para la 
determinación de aminoácidos extracelulares.  
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Horas después del experimento

 CONTROL (8)                                               
 AMPA 6 mM (8)                                               
 AMPA 6 mM + Lactato 50 mM (8)                   
 AMPA 6 mM + Lactato 100 mM(8)                  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Arriba se muestran los conteos del número de motoneuronas sanas en las astas ventrales 
ipsilaterales y contralaterales de las médulas espinales de las ratas perfundidas con solución Krebs-
Ringer (control), AMPA 6 mM, y AMPA 6 mM + lactato 50 y 100 mM. Valores promedio ± SEM 
para el número de ratas indicado arriba de las barras. * p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral 
perfundida sólo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. Abajo se 
muestran los valores obtenidos en la prueba del rotarod. El tiempo cero representa las sesiones de 
entrenamiento (límite máximo 120 seg). Como control se utilizaron ratas sin operar u operadas a las 
cuáles sólo se les perfundió solución Krebs-Ringer. En la gráfica se observan las ratas tratadas con 
AMPA sólo y las ratas tratadas con AMPA + lactato 50 mM y 100 mM. Los datos representan el 
promedio ± SEM del número de ratas indicado entre paréntesis. * p < 0.001 vs. el grupo de ratas 
tratadas sólo con AMPA. 
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α-CETOBUTIRATO 

Se evaluó también el posible efecto neuroprotector de otro α-cetoácido, debido a la capacidad 

antioxidante que éstos poseen. 

 

- α-Cetobutirato 20 mM 

La perfusión de α-cetobutirato a esta concentración previno la parálisis provocada por el AMPA 6 

mM, observándose únicamente un déficit muy pequeño de la actividad motora en la prueba del rotarod 

(figuras 11 y 19). Dado que el α-cetobutirato se perfunde desde la hora de estabilización y durante las 

8 fracciones de microdiálisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la 

membrana de diálisis, la cantidad total de α-cetobutirato que pasa a la médula espinal a esta 

concentración es de ~0.64 µmoles. Se observó que la perfusión de α-cetobutirato 20 mM previno la 

pérdida de motoneuronas provocada por el AMPA reduciéndola a un 39 % aproximadamente (figuras 

10, 11 y 20). 
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Figura 10. Micrografías representativas de una rata perfundida con α-cetobutirato 20 mM + AMPA 6 
mM (n = 9). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas 
después del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectángulos en A indican 
las regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquímica 
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Nótese la protección de las 
motoneuronas en el lado ipsilateral. Para datos cuantitativos del número de motoneuronas véase las 
figuras 11 y 20. Barra en A = 500 µm, B-E = 100 µm. No se modificó la concentración extracelular de 
los aminoácidos glutamato y aspartato como se puede observar en la gráfica superior izquierda, n = 6 
para la determinación de aminoácidos extracelulares.  
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Horas después del experimento

 CONTROL (8)                                                 
 AMPA 6 mM (8)                                             
 AMPA 6 mM + α-cetobutirato 20 mM (9)      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Arriba se muestran los conteos del número de motoneuronas sanas en las astas ventrales 
ipsilaterales y contralaterales de las médulas espinales de las ratas perfundidas con solución Krebs-
Ringer (control), AMPA 6 mM, y AMPA 6 mM + α-cetobutirato 20 mM. Valores promedio ± SEM 
para el número de ratas indicado arriba de las barras. *p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral 
perfundida sólo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. Abajo se 
muestran los valores obtenidos con la prueba del rotarod. El tiempo cero representa las sesiones de 
entrenamiento (límite máximo 120 seg). Como control se utilizaron ratas sin operar u operadas a las 
cuáles sólo se les perfundió solución Krebs-Ringer. En la gráfica se observan las ratas tratadas con 
AMPA sólo y las ratas tratadas con AMPA  + α-cetobutirato 20 mM. Los datos representan el 
promedio ± SEM del número de ratas indicado entre paréntesis. * p < 0.001 vs. el grupo de ratas 
tratadas sólo con AMPA.  
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β-HIDROXIBUTIRATO 

También se evaluó el efecto neuroprotector del β-hidroxibutirato debido a que muchos estudios 

sustentan los efectos protectores de los cuerpos cetónicos en diversas condiciones patológicas. 

 

- β-Hidroxibutirato 20 mM 

La perfusión de β-hidroxibutirato 20 mM no logró prevenir por completo ni las alteraciones motoras, 

ni la parálisis provocada por el AMPA 6 mM. Se observó un déficit parcial de la actividad motora en 

la prueba del rotarod (figuras 14 y 19), las ratas mostraron una parálisis parcial debido a que mostraron 

dificultad para enderezar la pata derecha al caminar. Dado que el β-hidroxibutirato se perfunde desde 

la hora de estabilización y durante las 8 fracciones de microdiálisis (160 min en total), y considerando 

el 10 % de eficiencia para la membrana de diálisis, la cantidad total de β-hidroxibutirato que pasa a la 

médula espinal a esta concentración es de ~0.64 µmoles. La pérdida de las motoneuronas en esta 

condición fue aproximadamente del 55 % (figuras 12, 14 y 20). 

 

- β-Hidroxibutirato 50 mM 

A diferencia de la concentración más baja anteriormente probada, la perfusión de β-hidroxibutirato 50 

mM sí previno las alteraciones motoras y la parálisis provocadas por el AMPA 6 mM. En todas las 

ratas tratadas hubo sólo un pequeño déficit de la actividad motora en la prueba del rotarod (figura 14 y 

19). Dado que el β-hidroxibutirato se perfunde desde la hora de estabilización y durante las 8 

fracciones de microdiálisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la membrana 

de diálisis, la cantidad total de β-hidroxibutirato que pasa a la médula espinal a esta concentración es 

de ~1.6 µmoles. El β-hidroxibutirato 50 mM redujo aproximadamente al 42 % la pérdida de 

motoneuronas provocada por el AMPA (figuras 13, 14 y 20). 
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Figura 12. Micrografías representativas de una rata perfundida con β-hidroxibutirato 20 mM  + AMPA 
6 mM (n = 9). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas 
después del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectángulos en A indican 
las regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquímica 
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Nótese la disminución en el número de 
motoneuronas en el lado ipsilateral en comparación con el lado contralateral. Para datos cuantitativos 
del número de motoneuronas véase las figuras 14 y 20. Barra en A = 500 µm, B-E = 100 µm. No se 
modificó la concentración extracelular de los aminoácidos glutamato y aspartato como se puede 
observar en la gráfica superior izquierda, n = 7 para la determinación de aminoácidos extracelulares.  
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Figura 13. Micrografías representativas de una rata perfundida con β-hidroxibutirato 50 mM  + AMPA 
6 mM (n = 9). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas 
después del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectángulos en A indican 
las regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquímica 
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Nótese la protección de las 
motoneuronas en el lado ipsilateral. Para datos cuantitativos del número de motoneuronas véase las 
figuras 14 y 20. Barra en A = 500 µm, B-E = 100 µm. No se modificó la concentración extracelular de 
los aminoácidos glutamato y aspartato como se puede observar en la gráfica superior izquierda, n = 6 
para la determinación de aminoácidos extracelulares.  
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Figura 14. Arriba se muestran los conteos del número de motoneuronas sanas en las astas ventrales 
ipsilaterales y contralaterales de las médulas espinales de las ratas perfundidas con solución Krebs-
Ringer (control), AMPA 6 mM, y AMPA 6 mM + β-hidroxibutirato 20 y 50 mM. Valores promedio ± 
SEM para el número de ratas indicado arriba de las barras. * p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral 
perfundida sólo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. Abajo se 
muestran los valores obtenidos en la prueba del rotarod. El tiempo cero representa las sesiones de 
entrenamiento (límite máximo120 seg). Como control se utilizaron ratas sin operar u operadas a las 
cuáles sólo se les perfundió solución Krebs-Ringer. En la gráfica se observan las ratas tratadas con 
AMPA sólo y las ratas tratadas con AMPA + β-hidroxibutirato 20 y 50 mM. Los datos representan el 
promedio ± SEM del número de ratas indicado entre paréntesis. * p < 0.001 vs. el grupo de ratas tratadas 
sólo con AMPA.  
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ASCORBATO 

Debido a que existe mucha evidencia de la participación del estrés oxidativo y la generación de ROS 

en los mecanismos de la muerte de las motoneuronas, se evaluó el efecto neuroprotector del ascorbato, 

ya que este compuesto actúa sólo como antioxidante. 

 

- Ascorbato 10 mM 

La perfusión de ascorbato 10 mM disminuyó sólo un poco las alteraciones motoras y la parálisis 

provocada por el AMPA 6 mM. Se observó un mayor déficit de la actividad motora en la prueba del 

rotarod que en las ratas tratadas con los demás sustratos (figuras 18 y 19), las ratas mostraron una 

parálisis parcial. Dado que el ascorbato se perfunde desde la hora de estabilización y durante las 8 

fracciones de microdiálisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la membrana 

de diálisis, la cantidad total de ascorbato que pasa a la médula espinal a esta concentración es de ~0.32 

µmoles. La pérdida de las motoneuronas en este caso se redujo únicamente al 67 % aproximadamente 

(figuras 15, 18 y 20). 

 

- Ascorbato 20 mM 

Se observó sólo una pequeña diferencia entre  los resultados obtenidos con la perfusión de ascorbato 

20 mM y la concentración anterior; de igual manera no se previnieron totalmente ni las alteraciones 

motoras, ni la parálisis provocada por el AMPA 6 mM. Se observó un déficit también considerable de 

la actividad motora en la prueba del rotarod (figuras 18 y 19), las ratas también mostraron una parálisis 

parcial. Dado que el ascorbato se perfunde desde la hora de estabilización y durante las 8 fracciones de 

microdiálisis (160 min en total), y considerando el 10 % de eficiencia para la membrana de diálisis, la 

cantidad total de ascorbato que pasa a la médula espinal a esta concentración es de ~0.64 µmoles. La 

pérdida de las motoneuronas en esta condición se redujo al 59 % aproximadamente (figuras 16, 18 y 

20). 

 

- Ascorbato 50 mM 

De igual manera, en este caso no se observó gran diferencia en los resultados obtenidos con la 

perfusión de ascorbato 50 mM a comparación de las otras 2 concentraciones de ascorbato utilizadas. 
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No se previnieron por completo ni las alteraciones motoras, ni la parálisis provocada por el AMPA 6 

mM. Se observó un déficit parcial en la actividad motora en la prueba del rotarod (figuras 18 y 19), las 

ratas mostraron una parálisis parcial igualmente. Dado que el ascorbato se perfunde desde la hora de 

estabilización y durante las 8 fracciones de microdiálisis (160 min en total), y considerando el 10 % de 

eficiencia para la membrana de diálisis, la cantidad total de ascorbato que pasa a la médula espinal a 

esta concentración es de ~1.6 µmoles. La pérdida de las motoneuronas en esta condición se redujo al 

58 % aproximadamente (figuras 17, 18 y 20). 
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Figura 15. Micrografías representativas de una rata perfundida con ascorbato 10 mM  + AMPA 6 mM    
(n = 8). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después 
del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectángulos en A indican las 
regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquímica 
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Nótese la gran disminución en el número 
de motoneuronas en el lado ipsilateral en comparación con el lado contralateral. Para datos 
cuantitativos del número de motoneuronas véase las figuras 18 y 20. Barra en A = 500 µm, B-E = 100 
µm. No se modificó la concentración extracelular de los aminoácidos glutamato y aspartato como se 
puede observar en la gráfica superior izquierda, n = 6 para la determinación de aminoácidos 
extracelulares. 
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Figura 16. Micrografías representativas de una rata perfundida con ascorbato 20 mM  + AMPA 6 mM    
(n = 8). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después 
del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectángulos en A indican las 
regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquímica 
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Nótese la disminución en el número de 
motoneuronas en el lado ipsilateral en comparación con el lado contralateral. Para datos cuantitativos 
del número de motoneuronas véase las figuras 18 y 20. Barra en A = 500 µm, B-E = 100 µm. No se 
modificó la concentración extracelular de los aminoácidos glutamato y aspartato como se puede 
observar en la gráfica superior izquierda, n = 6 para la determinación de aminoácidos extracelulares.  
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Figura 17. Micrografías representativas de una rata perfundida con ascorbato 50 mM  + AMPA 6 mM    
(n = 9). Se muestra la morfología de las motoneuronas de la médula espinal lumbar 24 horas después 
del experimento. Tinciones con violeta de cresilo en A, B y C. Los rectángulos en A indican las 
regiones amplificadas de las astas ventrales que se muestran en B y C. D y E: inmunohistoquímica 
para la ChAT en las astas ventrales contralateral e ipsilateral. Nótese que aun a esta concentración alta 
de ascorbato hay disminución en el número de motoneuronas en el lado ipsilateral en comparación con 
el lado contralateral. Para datos cuantitativos del número de motoneuronas véase las figuras 18 y 20. 
Barra en A = 500 µm, B-E = 100 µm. No se modificó la concentración extracelular de los aminoácidos 
glutamato y aspartato como se puede observar en la gráfica superior izquierda, n = 6 para la 
determinación de aminoácidos extracelulares.   
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Figura 18. Arriba se muestran los conteos del número de motoneuronas sanas en las astas ventrales 
ipsilaterales y contralaterales de las médulas espinales de las ratas perfundidas con solución Krebs-
Ringer (control), AMPA 6 mM, y AMPA 6 mM + ascorbato 10, 20 y 50 mM. Valores promedio ± 
SEM para el número de ratas indicado arriba de las barras. * p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral 
perfundida sólo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. Abajo se 
muestran los valores obtenidos en la prueba del rotarod. El tiempo cero representa las sesiones de 
entrenamiento (límite máximo 120 seg). Como control se utilizaron ratas sin operar u operadas a las 
cuáles sólo se les perfundió solución Krebs-Ringer. En la gráfica se observan las ratas tratadas con 
AMPA sólo y las ratas tratadas con AMPA + ascorbato 10, 20 y 50 mM. Los datos representan el 
promedio ± SEM del número de ratas indicado entre paréntesis. * p < 0.001 vs. el grupo de ratas 
tratadas sólo con AMPA. & p < 0.01 vs. el grupo de ratas tratadas sólo con AMPA. 
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Horas después del experimento

 CONTROL (8)                                                   AMPA 6 mM + β-Hidroxibutirato 20 mM (9)
 AMPA 6 mM (8)                                                AMPA 6 mM + β-Hidroxibutirato 50 mM (9)
 AMPA 6 mM + Lactato 50 mM (8)                    AMPA 6 mM + Ascorbato 10 mM (8)
 AMPA 6 mM + Lactato 100 mM (8)                  AMPA 6 mM + Ascorbato 20 mM (8)
 AMPA 6 mM + α-cetobutirato 20 mM (9)         AMPA 6 mM + Ascorbato 50 mM (9)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Desempeño en la prueba del rotarod de las ratas tratadas con las diferentes condiciones. El tiempo 
cero representa las sesiones de entrenamiento (límite máximo 120 seg). Como control se utilizaron ratas sin 
operar (n = 4) u operadas a las cuáles sólo se les perfundió solución Krebs-Ringer (n = 4). En la gráfica se 
observan las ratas tratadas con AMPA sólo y las ratas tratadas con AMPA + lactato 50 mM y 100 mM, α-
cetobutirato 20 mM, β-hidroxibutirato 20 y 50 mM, y ascorbato 10, 20 y 50 mM. Los datos representan el 
promedio ± SEM del número de ratas indicado entre paréntesis. En el grupo de ratas control no hay SEM porque 
todos los animales permanecieron en el rotarod durante los 120 segundos establecidos como límite máximo.  
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Figura 20. Número de motoneuronas sanas cuantificadas en las astas ventrales ipsilateral y contralateral de las 
médulas espinales teñidas con violeta de cresilo de las ratas control y ratas tratadas con AMPA 6 mM sólo o 
AMPA 6 mM + los diferentes compuestos, 24 h después del experimento. Nótese la pérdida de motoneuronas 
con AMPA 6 mM en el lado ipsilateral y la prevención de ésta con lactato 50 y 100 mM, α-cetobutirato 20 mM, 
β-hidroxibutirato 20 y 50 mM, y ascorbato 10, 20 y 50 mM. Los datos representan el promedio ± SEM para el 
número de ratas indicado en la parte superior de las barras. * p < 0.001 vs. el asta ventral ipsilateral perfundida 
sólo con AMPA. & p < 0.001 vs. el asta ventral contralateral correspondiente. 



VIII. DISCUSIÓN: 

 

Para tratar de entender los mecanismos bioquímicos por los cuáles se da la degeneración selectiva de 

las motoneuronas espinales inducida mediante la sobreactivación de los receptores AMPA en nuestro 

modelo, nos hemos enfocado en el estudio de la participación de la deficiencia de la función 

mitocondrial y del estrés oxidativo en esta muerte excitotóxica. Una clave para responder la pregunta 

de si estos 2 fenómenos juegan un papel crucial en la degeneración de las motoneuronas son las 

propuestas terapéuticas encaminadas a evitar el déficit energético y a proteger a la célula del daño 

oxidativo.  

Para esto, se han probado en este trabajo distintos sustratos que puedan actuar por medio de 2 

mecanismos: 1) aumentando la producción de energía por medio del metabolismo energético; y 2) 

atrapando los radicales libres o disminuyendo la producción de ROS. Por esta razón, examinamos el 

potencial neuroprotector del lactato, el α-cetobutirato, el β-hidroxibutirato y el ascorbato. 

 

Participación de las deficiencias de la función mitocondrial y del metabolismo energético, y del 

estrés oxidativo en la muerte de motoneuronas espinales 

 

- Mecanismos de neuroprotección del lactato, del piruvato y del α-cetobutirato 

Previamente en el laboratorio se probó la perfusión de piruvato a una concentración de 20 mM para 

estudiar la posible participación de las deficiencias energéticas mitocondriales en el daño neuronal 

inducido por AMPA (Corona y Tapia, 2007). El piruvato previno las alteraciones motoras y la 

parálisis y también redujo la pérdida de motoneuronas. El piruvato es un intermediario oxidable del 

metabolismo energético que es convertido a acetil-CoA por la piruvato deshidrogenasa mitocondrial. 

La acetil-CoA entra directamente al ciclo TCA, donde se da su oxidación completa a CO2 y la energía 

de oxidación se conserva en forma de ATP y, temporalmente, en forma de las coenzimas reducidas 

NADH y FADH2, que son transportadores electrónicos que posteriormente entran a la cadena 

respiratoria donde se da la transferencia electrónica al O2 y la síntesis de más ATP mediante la 

fosforilación oxidativa. En las neuronas, el sustrato mitocondrial dominante es el piruvato derivado de 

la glucólisis. La razón por la cual el piruvato ofrece neuroprotección es probablemente porque actúa 
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como sustrato energético, pero también puede actuar como antioxidante como será discutido 

ampliamente más adelante; sin embargo nosotros desconocíamos si la producción de radicales libres 

participa importantemente en nuestro modelo. Por esta razón, en este trabajo se decidió probar el 

efecto protector del lactato que puede actuar como sustrato energético pero no tiene efecto 

antioxidante directo per se. Tanto el lactato como el piruvato cruzan la barrera hematoencefálica y son 

transportados al interior de las neuronas por medio de difusión facilitada mediada por el co-

transportador específico de H+-ácidos monocarboxílicos (Dringen et al., 1993). Como se puede 

observar en los resultados, la protección que ejerce el lactato es dosis-dependiente, ya que a una 

concentración de 20 mM no protege (datos no mostrados), mientras que a una concentración de 50 

mM protege parcialmente y a una concentración de 100 mM ofrece una muy buena protección como 

se puede observar en el desempeño motor, similar a la observada con el piruvato 20 mM (Corona y 

Tapia, 2007). El hecho de que el lactato necesite una concentración mucho mayor que el piruvato para 

proteger en la misma proporción podría deberse a que la protección ejercida por el lactato se da al 

convertirse a piruvato por medio de la lactato deshidrogenasa (LDH). La hipótesis de la lanzadera de 

lactato astrocitos-neuronas postula que en el SNC de los mamíferos existe un acoplamiento metabólico 

entre la glía y las neuronas, que los astrocitos son el principal sitio de consumo de glucosa durante la 

actividad neuronal, ahí la glucosa es convertida a lactato por vía glicolítica, el lactato es entonces 

liberado al espacio extracelular y tomado por las neuronas para utilizarlo como un sustrato metabólico 

suplementario; esto podría llevarse a cabo en condiciones de reposo, pero podría aumentar por la 

activación sináptica ante la alta demanda energética. Se ha demostrado que las neuronas utilizan 

lactato preferentemente como sustrato energético oxidable y que hay una producción predominante de 

lactato por los astrocitos, que existe un sistema activo para la captura del lactato por las neuronas y que 

existe la maquinaria enzimática que permite que el lactato entre al ciclo de Krebs  en las neuronas 

(Pellerin y Magistretti, 1994; Tsacopoulos y Magistretti, 1996; Bouzier-Sore et al., 2006; Bouzier-Sore 

et al., 2003, Smith et al., 2003, O’Brien et al., 2006, Aubert et al., 2005). Esta hipótesis ha sido objeto 

de muchos estudios y controversias (Fillenz, 2005; Zielke et al., 2007; Dienel y Hertz, 2001). Sin 

embargo, estos trabajos demuestran que el lactato puede ser transportado al interior de las neuronas y 

utilizado como sustrato energético por lo que podemos sugerir que el lactato administrado por 

microdiálisis está siendo utilizado por las motoneuronas como sustrato energético en nuestros 
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experimentos. El lactato (al igual que el piruvato) es un sustrato ventajoso para las neuronas, ya que la 

energía es obtenida como NADH sin el gasto de ATP.  Así, después de la conversión del lactato a 

piruvato por medio de la reacción catalizada por la LDH, 1 mol de lactato puede proveer 18 moles de 

ATP por medio de la fosforilación oxidativa. Además, para que la glucólisis se lleve a cabo requiere 

consumir ATP en 2 de sus reacciones (hexocinasa y fosfofructocinasa); ésto implica que una célula 

cuyos niveles de ATP están disminuyendo, aunque sea transitoriamente, podría sufrir un colapso 

irreversible a medida que la glucólisis se ve limitada y si hay escasez de algún otro sustrato oxidable, 

exacerbando así el decremento en ATP. Un mecanismo para reiniciar la glucólisis en una neurona 

cuyo ATP está agotado es la utilización de lactato o piruvato, que son sustratos neuronales efectivos 

(Nicholls y Budd, 2000). En el SNC de los mamíferos, los astrocitos pueden proteger a las neuronas no 

solamente recapturando el glutamato, sino también por medio de la liberación del producto glicolítico 

lactato, para ser utilizado por neuronas vecinas como sustrato energético. El lactato, 

predominantemente suministrado por la glía, facilita la recuperación de las neuronas después de un 

insulto bioenergético (Izumi et al., 1997; Schurr et al., 1997a; Schurr et al., 1997b). 

El hecho de que para ser utilizado como sustrato energético el lactato deba ser convertido a piruvato, 

no descarta el que una proporción del piruvato así producido intracelularmente pueda actuar como 

antioxidante, aparte de actuar como sustrato energético al entrar al ciclo TCA ayudando a que haya 

una mayor producción de ATP. Existe evidencia de que el piruvato y el L-lactato pueden proteger a las 

neuronas de la neurotoxicidad inducida por NMDA que se incrementa por la privación de glucosa, 

rescatando su carga energética celular, ya que estos sustratos contrarrestaron fuertemente la enorme 

disminución en el contenido de ATP neuronal que se da como resultado. El piruvato protegió a las 

neuronas estriatales contra la neurotoxicidad y la disminución en los niveles de ATP inducidos por 

NMDA en la presencia y ausencia de glucosa. También protegió contra la neurotoxicidad inducida por 

AMPA. Además, el piruvato disminuyó la acumulación retardada de glutamato extracelular (Maus et 

al., 1999). Asimismo existe evidencia de que el piruvato sólo o en combinación con fosfato inorgánico 

puede rescatar a las neuronas granulares cerebelares de la muerte producida por la exposición a 

glutamato (Eimerl y Schramm, 1995). También se ha propuesto que el piruvato puede prevenir el daño 

neuronal excitotóxico asociado con isquemia/hipoglicemia debido a que protege in vivo contra la 

neurotoxicidad mediada por glutamato en el hipocampo de ratas a las que se les ha administrado 
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crónicamente yodoacetato, un inhibidor de la glucólisis (Massieu et al., 2000). De igual manera se 

demostró el efecto protector del piruvato in vitro en cultivos de neuronas granulares cerebelares contra 

el daño inducido por la exposición simultánea al L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilato (PDC) que inhibe 

la recaptura de glutamato y al ácido 3-nitropropiónico (3-NP) que es una toxina mitocondrial que 

inhibe a la succinato deshidrogenasa, el complejo II de la cadena de transporte de electrones (García y 

Massieu, 2001). Estas observaciones fueron luego extendidas a experimentos in vivo donde se 

encontró que el piruvato protege parcialmente contra el daño neuronal inducido por la inyección 

intraestriatal de PDC (que da lugar a una elevación sustancial de los niveles extracelulares de 

glutamato) en animales que han sido tratados con una inyección intraperitoneal de 3-NP con lo que se 

les ha inhibido su metabolismo energético mitocondrial parcial y transitoriamente, condiciones que 

podrían simular el daño neuronal por isquemia cerebral al reproducir 2 eventos asociados con ella 

como son niveles incrementados de aminoácidos excitadores extracelulares y falla del metabolismo 

energético (Massieu et al., 2001).  Después demostraron in vitro que la exposición de las neuronas 

granulares cerebelares a 3-NP y PDC simultáneamente resulta en una disminución progresiva de la 

capacidad reductora de la mitocondria y en un decremento rápido de los niveles de ATP, seguidos de 

la pérdida de la integridad de la membrana plasmática y la aparición de núcleos condensados. Esta 

disminución en la actividad mitocondrial y en los niveles de ATP es prevenida en presencia de 

piruvato, además de que se reduce el número de núcleos condensados y se preserva la integridad de la 

membrana plasmática, estos resultados sugieren que el efecto protector del piruvato está relacionado a 

su papel como sustrato metabólico mitocondrial (García y Massieu, 2003). 

Por otro lado, los mecanismos de neuroprotección del piruvato también se han asociado a su habilidad 

para ejercer efectos antioxidantes en el SNC y otros tejidos susceptibles a estrés oxidativo. Se ha 

demostrado que el piruvato protege fuertemente a las neuronas contra la toxicidad producida por el 

H2O2 adicionado exógenamente y producido endógenamente. Esta neuroprotección se ha atribuído a la 

capacidad que tienen los α-cetoácidos de reaccionar vía no-enzimática con el H2O2 descarboxilándose, 

conviertiendo el H2O2 a H2O, produciendo el ácido carboxílico correspondiente y liberando CO2:  

R - CO COOH + H2O2     →    R - COOH + CO2 + H2O 
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La reacción en el caso del piruvato es: 

CH3 - CO COOH + H2O2     →    CH3 - COOH + CO2 + H2O 

De hecho, varios α-cetoácidos incluyendo el α-cetobutirato protegieron también a las neuronas, 

mientras que el lactato, que no es un α-cetoácido, no protegió de la toxicidad inducida por H2O2 

(Desagher et al., 1997). En otro trabajo se demostró que el piruvato protege a las células humanas de 

neuroblastoma mediante sus acciones antioxidantes en la mitocondria, ya que suprimió la producción 

de superóxido mitocondrial y atenuó el colapso de Δψm inducido por estrés oxidativo. Se comprobó 

que puede actuar como atrapador de radicales libres ya que atenúo la formación de ROS y la muerte 

celular inducidas por H2O2 de manera dosis-dependiente, ejerciendo sus efectos protectores aun cuando 

su administración se retardó hasta 2 horas después de la exposición a H2O2 (Wang et al., 2006). El 

piruvato también disminuye la muerte celular de neuronas granulares cerebelares en la presencia de 

oligomicina (un inhibidor de la ATP sintasa) aunque no pueda contribuir a la producción de ATP, 

sugiriendo que la polarización mitocondrial puede proteger, probablemente porque mantiene los 

niveles de NADPH y glutatión reducidos (Jekabsons y Nicholls, 2004). Además, se ha propuesto que 

el piruvato (junto con el malato) ayuda a mejorar la función de los mecanismos homeostáticos de Ca2+, 

en particular, aumentando la eficiencia de la extrusión de Ca2+ al medio y de la acumulación de Ca2+ 

en las pozas intracelulares, aumenta así la contribución de la mitocondria para la homeostasis de Ca2+ 

neuronal, probablemente debido a que el incremento en la tasa respiratoria que se da en presencia de 

piruvato y malato resulta en un Δψm  aumentado, y por lo tanto mitiga la neurotoxicidad mediada por 

glutamato (Ruiz et al., 1998; Villalba et al., 1994). Consecuentemente, las mitocondrias en las 

neuronas utilizan el piruvato para generar ∆p, sintetizar ATP y amortiguar el Ca2+ citosólico. Por lo 

tanto, los mecanismos protectores del piruvato, ya sea administrado exogénamente o producido 

endogénamente a partir del lactato, son probablemente múltiples, incluyendo la estimulación del ciclo 

TCA y de la producción de ATP, su función antioxidante y ayudando a la homeostasis de Ca2+ 

intracelular. 

Por esta razón, para poder conocer cuál de estos mecanismos está contribuyendo más a la 

neuroprotección, decidimos probar otro α-cetoácido que compartiera la capacidad de actuar como 

atrapador de radicales libres con el piruvato, pero no sus demás propiedades. Se eligió entonces el α-
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cetobutirato, el cual se pensó al principio equivocadamente que no podía contribuir a la producción de 

energía, sin embargo, el α-cetobutirato es metabolizado por medio de la enzima α-cetobutirato 

deshidrogenasa a propionil-CoA que puede ser convertido a metilmalonil-CoA y subsecuentemente a 

succinil-CoA y así entrar a ciclo TCA, ya que el succinil-CoA es un intermediario de este ciclo. De 

hecho, se ha comprobado que la α-cetobutirato deshidrogenasa activa está presente en el cerebro de 

rata y se ha medido su actividad (Steele et al., 1984). El α-cetobutirato es un intermediario metabólico 

natural producto de la degradación de los aminoácidos metionina y treonina para que se dé la completa 

oxidación de éstos. El α-cetobutirato ofrece una muy buena neuroprotección y evita por completo la 

parálisis en las ratas cuando es administrado a una concentración de 20 mM, resultados muy similares 

a los obtenidos con piruvato a esa misma concentración. Estos resultados y la similitud en sus 

estructuras químicas, sugieren que pueden proteger por mecanismos similares, y por lo tanto que este 

sustrato también está siendo metabolizado para la producción de energía por medio del ciclo TCA y de 

la fosforilación oxidativa, además de que también puede estar actuando como atrapador de ROS por la 

propiedad que tienen los α-cetoácidos de reaccionar directamente con el H2O2.   

 

- Mecanismos de neuroprotección del β-hidroxibutirato   

Probamos también el β-hidroxibutirato, el cual es un cuerpo cetónico que se utiliza como combustible 

en tejidos extrahepáticos a través de su oxidación, primero a acetoacetato por acción de la D-β-

hidroxibutirato deshidrogenasa; el acetoacetato se activa formando su éster de coenzima A por la 

transferencia de CoA a partir de succinil-CoA, formándose acetoacetil-CoA el que, por acción de la 

tiolasa, se rompe en 2 moléculas de acetil-CoA que entran en el ciclo TCA donde son oxidados por 

completo y producen energía sintetizando ATP por medio de la fosforilación oxidativa. El SNC central 

adulto tiene la capacidad de transportar y usar los cuerpos cetónicos como sustratos energéticos 

alternativos (Hawkins et al., 1971) a pesar de que la glucosa es su principal sustrato energético. De 

hecho, cuando la concentración de cuerpos cetónicos se incrementa (en situaciones como inanición 

prolongada o como resultado de una dieta cetogénica o de una infusión exógena), su oxidación en el 

cerebro aumenta (Owen et al., 1967). Debido a que la disfunción mitocondrial puede estar jugando un 

papel importante en la muerte neuronal que se da en la ALS, y a que los cuerpos cetónicos promueven 
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la producción de energía mitocondrial, se probó el efecto de una dieta cetogénica en los ratones 

transgénicos SOD1-G93A. Los animales alimentados con esta dieta preservaron la función motora por 

más tiempo, se evitó la pérdida de peso corporal, y hubo protección contra la pérdida de motoneuronas 

de la médula espinal lumbar. Además, se comprobó que el D-β-hidroxibutirato (isómero 

fisiológicamente activo) promueve la síntesis de ATP incrementándola y evita la neurotoxicidad de las 

motoneuronas espinales de los ratones transgénicos G93A  provocada por la inhibición del complejo I 

de la cadena respiratoria mitocondrial. Esto sugiere que el tratamiento con la dieta cetogénica puede 

disminuir el deterioro motor y proteger a las motoneuronas por medio de la promoción de la 

producción de energía mitocondrial (Zhao et al., 2006). También se ha demostrado el efecto 

neuroprotector del D-β-hidroxibutirato contra la toxicidad glutamatérgica, ya que el tratamiento con 

este cuerpo cetónico reduce el daño neuronal y la lipoperoxidación provocados por la inyección 

intraestriatal de glutamato a ratas a las que se les ha inhibido la glucólisis con yodoacetato. Esta 

protección puede deberse a que la suplementación del metabolismo mitocondrial con este sustrato 

energético permite que la célula contrarreste la cascada neurotóxica desencadenada por la 

sobreactivación de los receptores a glutamato gracias a que el D-β-hidroxibutirato estimula la 

producción de ATP y el consumo de O2 y favorece el mantenimiento del potencial de membrana 

mitocondrial (Mejía-Toiber et al., 2006). Por otro lado, este mismo grupo después demostró que la 

capacidad antioxidante de los cuerpos cetónicos contribuye a su efecto protector contra el daño 

oxidativo asociado con la producción de radicales libres y disminución energética. Se estudió la 

capacidad del acetoacetato y los 2 isómeros D- (fisiológico) y L- (no fisiológico) del β-hidroxibutirato 

para atrapar diversas ROS, estos 2 últimos atraparon efectivamente los radicales •OH. Además, los 3 

cuerpos cetónicos redujeron la muerte celular y la producción de ROS inducida por el yodoacetato, 

mientras que solamente el D-β-hidroxibutirato y el acetoacetato previnieron la disminución de ATP 

neuronal. Además, la administración de D- ó L- β-hidroxibutirato previno el aumento en la 

peroxidación de lípidos en el hipocampo inducido por hipoglicemia en un modelo in vivo (Haces et al., 

2008).  En nuestro modelo, la administración de DL-β-hidroxibutirato (mezcla racémica) ejerció una 

protección dosis-dependiente, ya que con una concentración de 20 mM ofrece muy poca protección 

tanto en la viabilidad de las motoneuronas como en la conducta de las ratas, presentando éstas una 

parálisis parcial, mientras que a una concentración de 50 mM ofrece buena protección contra la 
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neurodegeneración y se evita por completo la parálisis. El β-hidroxibutirato puede estar actuando 

entonces mediante la estimulación del metabolismo energético mitocondrial, y también disminuyendo 

la producción de ROS y por lo tanto los efectos nocivos del estrés oxidativo.  

 

- Mecanismos de neuroprotección del ascorbato   

Por todo lo anteriormente discutido, no podíamos concluir si en nuestro modelo hay producción de 

radicales libres, así que probamos el potencial protector del ácido ascórbico para tratar de encontrar el 

mecanismo bioquímico principalmente involucrado en la muerte de las motoneuronas. El ascorbato es 

una vitamina hidrosoluble (vitamina C) que se encuentra en todo el cuerpo, ya que es un cofactor de 

muchas reacciones enzimáticas y además también funciona como un excelente antioxidante. El 

ascorbato reacciona efectivamente con los radicales superóxido e hidroxilo donándoles un electrón o 

bien puede regenerar la forma reducida del α-tocoferol. El ascorbato también puede evitar la pérdida 

de glutatión reducido proporcionando protección antioxidante adicional indirecta. La concentración de 

ascorbato en el SNC, principalmente en las neuronas, es mantenida a un nivel mucho más alto que en 

el plasma (las concentraciones de vitamina C en el cerebro son ~10 veces más altas que en sangre). 

Ésto sugiere que este compuesto juega un papel esencial en la eliminación de ROS en el SNC, donde 

el metabolismo aerobio es muy activo (Rice, 2000). Las concentraciones de ácido ascórbico en el 

plasma, líquido cefalorraquídeo y cerebro en los mamíferos son de ~0.05, 0.2 y 1 mM, 

respectivamente (Spector y Johanson 2006). En ciertas neuronas, la concentración puede llegar a ser 

tan alta como 10 mM (Rice, 2000). Tanto la forma reducida (ácido ascórbico), como la forma oxidada 

(ácido dehidroascórbico) de la vitamina C pueden ser transportadas a través de la membrana 

plasmática por medio de distintos transportadores. El ácido dehidroascórbico puede ser internalizado 

por medio de los transportadores de hexosas (GLUT1, GLUT3 y GLUT4) y luego ser reducido a ácido 

ascórbico por diferentes sistemas enzimáticos, de hecho el ácido dehidroascórbico es transportado por 

GLUT4 a los astrocitos. Además, el ácido dehidroascórbico puede cruzar fácilmente la barrera 

hematoencefálica por medio del transportador GLUT1.  La forma reducida del ácido ascórbico es 

transportada por un mecanismo activo que requiere 2 transportadores de vitamina C dependientes de 

Na+ (SVCT1 y SVCT2). La forma reducida del ácido ascórbico es bombeada al SNC por medio del 

transportador activo SVCT2 que se encuentra en la membrana basolateral del plexo coroideo, y luego 
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es liberado al líquido cefalorraquídeo. Del líquido cefalorraquídeo, el ácido ascórbico difunde a través 

del espacio extracelular y es acumulado y concentrado en las neuronas por el mismo transporatdor 

SVCT2. Así, los sistemas de transportadores SVCT2 en el plexo coroideo y en la membrana celular de 

las neuronas proveen un sistema homeostatico poderoso que transporta y concentra el ácido ascórbico 

en las neuronas (Spector y Johanson, 2006). El reciclaje continuo de la vitamina C ayuda claramente a 

proteger a las células nerviosas del daño oxidativo. Los seres humanos, a diferencia de los roedores y 

otros animales, no podemos sintetizar la vitamina C endógenamente (Nishikimi et al., 1994), por lo 

que es indispensable consumirla en los alimentos o como suplemento.  

Las propiedades bioquímicas del ascorbato están vinculadas a papeles protectores críticos en estados 

normales y patológicos (Kok, 1997). La neuroprotección proporcionada por el ácido ascórbico ha sido 

demostrada en muchos estudios tanto in vitro como in vivo: el ácido ascórbico protege las células 

nerviosas contra daños resultantes por toxicidad por aminoácidos excitadores e isquemia (MacGregor 

et al., 1996; Majewska et al., 1990; Majewska y Bell, 1990; Kim et al., 2008; Stamford et al., 1999). 

También se ha descrito que la vitamina C entra a la mitocondria y le confiere protección contra el daño 

oxidativo (Sagun et al., 2005). El papel del ácido ascórbico en la protección contra estrés oxidativo es 

controversial porque también tiene propiedades pro-oxidantes en presencia de metales de transición 

libres in vitro, sin embargo, es incierto si estos mecanismos ocurren in vivo y los datos en animales 

muestran un papel antioxidante para la vitamina C (Carr y Frei, 1999). Además, los sistemas in vitro 

en general son más limitados que los modelos in vivo por su pobre representación de las condiciones 

redox extracelulares y su falta de secuestro de metales; y bajo condiciones normales in vivo, es muy 

poco probable que se dé la actividad pro-oxidante del ascorbato en el SNC porque los metales de 

transición están prácticamente ausentes en forma libre (Kok, 1997).  

En nuestros experimentos, observamos solamente una protección parcial  con las concentraciones de 

ascorbato utilizadas, ya que disminuyó solo un poco la pérdida de las motoneuronas y no previno las 

alteraciones motoras por completo. Esto puede deberse a que la disminución terapéutica de radicales 

libres puede ser llevada a cabo por el ácido ascórbico solamente a concentraciones fisiológicas muy 

altas (de mínimo 10 mM) (Jackson et al., 1998), y recordemos que la eficiencia de la cánula es de ~10 

%, por lo que en nuestros experimentos están pasando concentraciones de alrededor de 1, 2 y 5 mM. 

Además es importante tomar en cuenta que el SNC está protegido de altas dosis orales o  parenterales 
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de ácido ascórbico porque su sistema de transporte se satura a la mitad a concentraciones 

aproximadamente iguales a las concentraciones normales en plasma de 0.05 mM. Así, debido a la 

barrera y los sistemas homeostáticos poderosos que existen para el ácido ascórbico en el SNC, aun 

dosis masivas de ácido ascórbico aministradas intravenosamente no incrementan la concentración de 

ácido ascórbico en el tejido nervioso significativamente (Spector, 2009). Por esta razón,  puede ser que 

en nuestro modelo no se hayan alcanzado las concentraciones intracelulares suficientemente altas para 

que el ascorbato pudiera ejercer una mayor actividad antioxidante para proporcionar una mejor 

neuroprotección, además el hecho de que a las 3 concentraciones probadas se obtuvieron resultados 

muy similares apoya la hipótesis de que el transportador se está saturando, lo que no permitiría obtener 

concentraciones intracelulares más altas aun administrando concentraciones extracelulares mayores. 

Además, a pesar de que la vitamina C se encuentra principalmente en su forma reducida (ácido 

ascórbico) tanto en la sangre como en el cerebro, la forma química de la vitamina C que cruza la 

barrera hematoencefálica es la forma oxidada de la vitamina C (ácido dehidroascórbico), que después 

de entrar al tejido nervioso por medio del transportador de glucosa GLUT1,  es reducido y acumulado 

en la forma de ácido ascórbico (Agus et al., 1997; Vera et al., 1993; Vera et al., 1995). Concordando 

con esto, en un estudio realizado in vivo de isquemia cerebral focal provocada transitoria o 

permanentemente, se observó una gran neuroprotección dosis-dependiente en los ratones a los que se 

le administró intravenosamente ácido dehidroascórbico en tiempos clínicamente relevantes, mientras 

que ésto no se observó en los ratones tratados con ácido ascórbico exógeno o con vehículo. Este hecho 

se atribuyó a que el ácido dehidroascórbico es un precursor de antioxidante que puede cruzar la barrera 

hematoencefálica y puede ser convertido intracelularmente de forma natural a ácido ascórbico, 

permitiendo que se alcancen concentraciones de ascorbato fisiológicamente altas en el cerebro que no 

se alcanzan con la administración exógena de ácido ascórbico (Huang et al., 2001).  Por otro lado, los 

ratones transgénicos SOD1-G93A tratados con ascorbato antes del inicio de los síntomas 

sobrevivieron por más tiempo (Nagano et al., 2003), pero la mejora observada no fue tan pronunciada 

como con otros tratamientos probados en estos ratones, además de que no se retardó el tiempo del 

inicio de los síntomas y la función motora se preservó por más tiempo sólo en los ratones tratados con 

ascorbato + trientina, un quelante de cobre. Debido a que éstos también son experimentos in vivo, la 

poca protección puede deberse a que el ácido ascórbico administrado exógenamente (se administró en 
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la dieta formulado a una concentración de 0.8% peso/peso, los animales recibieron comida y agua ad 

libitum) tal vez no alcanzó concentraciones intracelulares suficientemente altas.  

 

- Participación de las deficiencias energética y de la función mitocondrial en la muerte 

excitotóxica de las motoneuronas espinales 

Previamente en nuestro laboratorio se comprobó la importancia de la participación del Ca2+ 

intracelular incrementado en este modelo agudo de muerte de motoneuronas in vivo, ya que la co-

administración de AMPA con NAS, un antagonista específico de los receptores tipo AMPA 

permeables a Ca2+ que carecen de la subunidad GluR2, y de BAPTA-AM, un éster que al entrar a las 

células es hidrolizado por estearasas intracelulares siendo capaz de quelar Ca2+ intracelular, resultó en 

una neuroprotección significativa y evitó la parálisis de la pata ipsilateral de las ratas (Corona y Tapia, 

2007). Los mecanismos para regular la concentración de Ca2+ intracelular, ya sea extruyendo de la 

célula o secuestrando en pozas intracelulares el exceso de este catión, son muy costosos 

energéticamente porque dependen del transporte activo de la Ca2+-ATPasa y del intercambiador 

Na2+/Ca2+ que activa a la Na+/K+ ATPasa para sacar el exceso de Na+ que entra a la célula al 

transportar el Ca2+ hacia el exterior por medio del intercambiador. Las mitocondrias también pueden 

secuestrar Ca2+ cuando la concentración de Ca2+ citosólico sobrepasa la capacidad de los mecanismos 

de transporte activo. El impulso para el transporte de Ca2+ a la matriz mitocondrial está dado por la 

utilización del gradiente de protones a través de la membrana. Por lo tanto, se puede predecir que la 

activación de los receptores a glutamato conduce a un aumento en la hidrólisis de ATP por la actividad 

incrementada de las ATPasas de Ca2+ y Na+/K+ de la membrana plasmática para expulsar el exceso de 

Ca2+ y Na+, y también a un aumento en la respiración mitocondrial para mantener el gradiente de 

protones que también está siendo utilizado para conducir la absorción de Ca2+ a la matriz mitocondrial. 

De hecho, se ha observado un incremento inicial y transitorio con respecto a la respiración basal 

inmediatamente después de la exposición a glutamato de neuronas granulares cereberales (Jekabsons y 

Nicholls, 2004). Cuando el Ca2+ es excesivo y por lo tanto la mitocondria secuestra mucho de este ion, 

ésto puede provocar despolarización mitocondrial debilitando la capacidad de las neuronas para 

sintetizar ATP. Dado que Δp depende principalmente de Δψm, el colapso de Δψm provocará el colapso 

de Δp. El colapso en el Δp tiene como consecuencia no sólo el cese de la síntesis de ATP mitocondrial, 
74 

 



sino también la hidrólisis rápida del ATP citoplásmico porque la función de la ATP sintasa se invierte 

en un intento para restaurar Δp y ésto puede tener como consecuencia un agotamiento del ATP celular 

(Nicholls y Budd, 2000). La concentración de Ca2+ intramitocondrial excesiva también provoca 

hinchamiento y la liberación del Ca2+ de la matriz mitocondrial.  

El aumento del gasto energético como consecuencia del aumento del Ca2+ citosólico por 

excitotoxicidad ha sido comprobado in vitro, ya que la sobreexpresión de calbindina D28k, una 

proteína que une calcio y disminuye su aumento intracelular, protegió a las neuronas de la disminución 

en los niveles de ATP, en el potencial de membrana y en la tasa metabólica provocados al ser tratadas 

con glutamato. La sobreexpresión de esta proteína también aumentó la sobrevivencia neuronal (Monje 

et al., 2001; Meier et al., 1998). Además, se ha reportado una marcada disminución en los niveles de 

ATP como consecuencia de la excitotoxicidad in vitro (Ankarcrona et al., 1995; Maus et al., 1999; 

Monje et al., 2001; Atlante et al., 1996), así como colapso del potencial de membrana mitocondrial 

(Ankarcrona et al., 1995; Schinder et al., 1996; White y Reynolds, 1996; Monje et al., 2001) y un 

decaimiento gradual de la tasa metabólica (Raley-Susman et al., 1992; Monje et al., 2001).  

Por todo lo anterior, podemos inferir que el aumento en el Ca2+ intracelular que ocurre en las 

motoneuronas por la perfusión del AMPA, es energéticamente muy costoso y este insulto excitotóxico 

puede disminuir la producción de ATP y agotar las reservas de ATP en el intento de regular la 

concentración de Ca2+ intracelular. El hecho de que el piruvato, el lactato, el α-cetobutirato, y el β-

hidroxibutirato protejan claramente de la pérdida de motoneuronas y parálisis inducidas por el AMPA, 

fortalece la idea de que el Ca2+ interfiere con el metabolismo energético mitocondrial. Debido a que 

durante la sobreactivación de la transmisión glutamatérgica, la deficiencia de ATP puede ser crítica 

para la recuperación de las neuronas, esta protección muy probablemente se deba al aumento en la 

producción de ATP. La síntesis de ATP es controlada por el Δψm, quien a su vez es controlado por la 

disponibilidad de sustrato, entre otros factores. Por lo tanto, la administración de una mayor cantidad 

de sustratos energéticos podría satisfacer la alta demanda de ATP que tendrán las motoneuronas en 

estas condiciones.  

Sin embargo, permanece la pregunta de cómo es que las mitocondrias son capaces de sintetizar ATP 

aun cuando ellas mismas pueden ser blanco del insulto excitotóxico. El hecho de que estos sustratos 
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sean perfundidos antes, durante y después (160 minutos) de la perfusión del AMPA (25 minutos) no es 

un hecho trivial, ya que este aumento en la disponibilidad de sustrato desde antes de que la integridad 

y función de las mitocondrias sea dañada, puede servir para que haya una mayor producción de ATP 

por medio de su oxidación en la mitocondria, y por lo tanto para que  la célula cuente con una mayor 

reserva energética cuando es sobreexcitada por el AMPA. Otra posible explicación es que aun después 

de la administración del AMPA, no todas las mitocondrias son dañadas inmediatamente por la 

acumulación excesiva de Ca2+ o por estrés oxidativo, sino que algunas pueden permanecer sanas y 

funcionales dentro de la misma neurona debido tal vez a su localización subcelular más lejana a los 

receptores o a los canales de Ca2+. De esta manera, estas mitocondrias funcionales estarían sintetizando 

una mayor cantidad de ATP estimuladas por la alta demanda y la mayor cantidad de sustratos 

oxidables.   

Finalmente, dado que la absorción de Ca2+ por la mitocondria es impulsada por Δψm, competirá en 

paralelo con la ATP sintasa mitocondrial por los protones del circuito de protones (Nicholls y Budd, 

2000). El transporte de Ca2+ podría dominar esta competencia (Rossi y Lehninger, 1964)  debido a que 

la síntesis de ATP requiere un umbral termodinámico para Δψm, mientras que la acumulación de Ca2+ 

puede proceder a un Δψm mucho menor y las excesivas concentraciones de Ca2+ disminuyen 

dramáticamente Δψm. Ante esta situación, se podría predecir que en las neuronas expuestas solo al 

AMPA, la síntesis mitocondrial de ATP iría disminuyendo a medida que el Ca2+ se transportara del 

citoplasma a la matriz mitocondrial. Las alteraciones en la síntesis de ATP afectan a su vez la 

actividad de las bombas de iones responsables de la remoción del Ca2+ del citoplasma, ésto junto con 

la posterior salida del Ca2+ de la matriz mitocondrial daría lugar a la DCD que finalmente lleva a la 

muerte neuronal. Sin embargo, como Δψm también es controlada por la disponibilidad de sustrato, el 

exceso de sustratos mitocondriales que está siendo administrado exógenamente puede ayudar a que la 

fosforilación oxidativa aumente manteniendo el gradiente electroquímico de protones, evitando la 

caída en Δψm y ayudando a que la síntesis de ATP continue.  

La pregunta clave es si las mitocondrias mantienen su competencia bioenergética completa, 

particularmente su habilidad para generar ATP en el periodo latente antes de que se dé la DCD, o si la 

mitocondria está parcial o completamente despolarizada después de los primeros minutos de la 
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exposición a glutamato o AMPA. Si bien hay polémica al tratar de responder esta pregunta, hay 

evidencias que sugieren que las mitocondrias de las células granulares de cerebelo expuestas a 

concentraciones excitotóxicas de glutamato, continúan siendo bioenergéticamente competentes durante 

la fase antes de que se dé la DCD, y siguen siendo capaces de generar ATP por medio de la 

fosforilación oxidativa hasta que la DCD está en marcha (Nicholls et al., 1999a; Ward et al., 2000; 

Jekabsons y Nicholls, 2004). El hecho de que la fosforilación oxidativa mitocondrial continúa 

funcionando está apoyado por la habilidad del piruvato, que es un sustrato mitocondrial no glicolítico, 

para mantener a las células granulares cerebelares privadas de glucosa en la presencia de glutamato, 

mientras que en las células expuestas a glutamato en ausencia de glucosa o un sustrato oxidable se da 

una inmediata alteración de la regulación de Ca2+ citoplásmico (Castilho et al., 1998). Existen datos 

que indican que la DCD inducida por glutamato se asocia con una pérdida de la respiración en lugar de 

un desacoplamiento pronunciado (Jekabsons y Nicholls, 2004). Como la respiración mitocondrial 

puede ser severamente limitada por la falta de sustrato, ésto podría resultar en la alteración de la 

regulación de Ca2+, y la administración de suficiente sustrato podría evitarla.  

Por lo tanto, la completa despolarización y pérdida de Δp mitocondrial incapacitando a la mitocondria 

para producir ATP e incluso ocasionando la degradación de ATP por la ATP sintasa, probablemente es 

la etapa final en la cadena de eventos que comprenden la DCD y el resultado de un incremento 

descontrolado en la concentración de Ca2+ citosólico después de la falla de la Ca2+-ATPasa y no un 

evento temprano inicial (Nicholls y Budd, 2000). Es importante notar que la muerte celular ocurre 

solamente cuando la acumulación de Ca2+ supera un umbral de cantidad considerable (Eimerl y 

Schramm, 1994). El aumento en la producción de ATP desde el inicio podría prevenir estos eventos 

finales fatales, ya que serviría para satisfacer la alta demanda energética de las neuronas y para que se 

expulsara de la célula el exceso de este catión manteniendo su homeostasis y evitando así que se llegue 

a este umbral que provoca la DCD, el daño subsecuente e irreversible a las mitocondrias y el 

desencademiento de los procesos intracelulares activados por Ca2+ que llevan a la muerte celular.  

Muchos estudios han demostrado defectos mitocondriales o en el metabolismo energético en 

enfermedades neurodegenerativas como la ALS y las enfermedades de Huntington, Alzheimer y 

Parkinson (Beal, 1992; Beal et al., 1993). Defectos en el metabolismo energético mitocondrial hacen 

más susceptibles a las neuronas a niveles normales de glutamato (Beal et al., 1993) e, inversamente, la 
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excitotoxicidad glutamatérgica causa, por medio de la sobrecarga de Ca2+, daño mitocondrial y 

modificación del estado bioenergético de la mitocondria. Entonces, sin importar cuál de estos dos 

eventos se lleve a cabo primero, ésto puede crear un círculo vicioso con un final fatal.  

 

- Participación del estrés oxidativo en la muerte excitotóxica de las motoneuronas espinales 

Es importante considerar el papel que el estrés oxidativo puede estar jugando en la degeneración de las 

motoneuronas. El estrés oxidativo puede dañar todos los componentes de la célula generando así una 

serie de eventos destructivos. Los componentes mitocondriales también pueden ser afectados 

directamente por el estrés oxidativo provocando disfunción mitocondrial. Además, el daño oxidativo a 

las mitocondrias y a las proteínas que participan en la extrusión del Ca2+ de la neurona puede dar lugar 

a la DCD. De hecho, el estrés oxidativo altera la regulación citoplásmica de Ca2+ e induce muerte 

neuronal (Beal, 1996; Coyle y Puttfarcken, 1993), y se han probado algunos antioxidantes como la 

porfirina de manganeso (III) tetrakis (ácido 4-benzóico), la vitamina E, el propil galato, y la α-fenil-N-

ter-butil- nitrona (PBN), que previenen o retardan la alteración de la regulación citoplásmica de Ca2+ 

en neuronas expuestas a glutamato (Castilho y Nicholls, 1999; Coyle y Puttfarcken, 1993).  

Una hipótesis de cómo se da la sucesión de eventos relacionados con el estrés oxidativo y el daño 

mitocondrial durante la excitotoxicidad postula que hay 2 fases de formación de ROS después de la 

sobreexposición al glutamato: una fase temprana de producción de ROS debida a la activación de 

enzimas como la XOD y tal vez a otros procesos, y una fase tardía de producción de ROS 

principalmente por la mitocondria. En la fase temprana la mitocondria todavía es capaz de producir 

ATP. En cambio, en la fase tardía de excitotoxicidad, las mitocondrias ya estarían dañadas, 

observándose un decremento en la respiración y síntesis de ATP, así como producción elevada de ROS 

por la mitocondria simultáneamente. Esto ocurre como un proceso de autopropagación, se va agotando 

la energía celular almacenada, conduciendo al daño de ciertos mecanismos homeostáticos y 

protectores. En esta fase se da la alteración de la regulación del Ca2+ citosólico seguida de la MPT. 

Finalmente, la creciente producción de ROS agotaría las defensas celulares antioxidantes, dando lugar 

a un aumento generalizado de estrés oxidativo y de daño mediado por radicales libres en toda la célula, 

siendo parte de la cascada de eventos que conducen al daño neuronal después de la activación 

excitotóxica de receptores a aminoácidos excitadores (Atlante et al., 2001). 
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Dado que se ha comprobado la importante participación del estrés oxidativo en la degeneración 

neuronal durante la excitotoxicidad (Atlante et al., 2001; Bondy et al., 1993; Almeida et al., 2001; 

Lafon-Cazal et al., 1993a; Lafon-Cazal et al., 1993b; Reynolds y Hastings, 1995; Matson el al., 1995; 

Dugan et al., 1995; Coyle y Puttfarcken, 1993), y que la sobrecarga de Ca2+ en las mitocondrias 

incrementa la producción de O2
•- y por lo tanto de ROS (Dykens, 1994; Kowaltowski et al., 1996), no 

podemos descartar el hecho de que el piruvato (ya sea administrado directamente o producido 

endógenamente del lactato), el α-cetobutirato y el β-hidroxibutirato estén también protegiendo por 

medio de las cualidades antioxidantes que se ha comprobado que tienen, además de que, como ya se 

ha discutido, pueden contribuir a la preservación de la homeostasis de calcio intracelular limitando así 

la producción de radicales libres. El hecho de que el ascorbato, que no es un sustrato energético 

oxidable y sólo posee actividad antioxidante, esté ejerciendo mucho menor protección que los otros 

sustratos sugiere que el estrés oxidativo no es el mecanismo más importante en la degeneración de las 

motoneuronas en nuestro modelo, sin embargo podemos concluir que sí está participando en la muerte 

dado que hay una protección parcial contra la pérdida de las motoneuronas y la disfunción motora. Sin 

embargo, se requiere más investigación para dar una conclusión más acertada acerca del papel del 

estrés oxidativo en esta neurodegeneración debido a que tal vez no se alcanzaron concentraciones 

intracelulares de ácido ascórbico suficientemente altas para que pudiera ejercer mayor actividad 

antioxidante y una mejor neuroprotección. Para poder concluir con más certeza acerca de qué tanto 

están participando la disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo en este modelo, podría realizarse 

mayor investigación midiendo directamente la actividad mitocondrial o los niveles energéticos y 

probando el potencial protector de otros antioxidantes o midiendo marcadores moleculares de estrés 

oxidativo.  

 

Dada la significativa protección ejercida por el piruvato, el lactato, el α-cetobutirato y el β-

hidroxibutirato contra la neurodegeneración de las motoneuronas inducida por excitotoxicidad, que se 

atribuye a que son excelentes sustratos oxidables que pueden aumentar la producción de energía y a 

que tienen propiedades antioxidantes, y gracias a su baja toxicidad, estos sustratos pueden tener valor 

terapéutico potencial en enfermedades neurodegenerativas en las que muy probablemente esté 

participando la excitotoxicidad, como lo es la ALS.  
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Existe un umbral en el número de motoneuronas necesario para prevenir las alteraciones 

motoras y la parálisis en las ratas. 

En relación con la protección contra las alteraciones motoras subsecuentes a la muerte de las 

motoneuronas, y tomando en cuenta todos los compuestos evaluados a diferentes concentraciones en el 

modelo de degeneración aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicicidad in vivo, hemos 

observado en todos los resultados obtenidos con las condiciones probadas que, al parecer, existe un 

umbral en el número de motoneuronas necesario para prevenir las alteraciones motoras y la parálisis. 

La tabla 1 muestra una recopilación de todos los resultados obtenidos en nuestro laboratorio con los 

diferentes compuestos neuroprotectores evaluados en este modelo, tanto los resultados ya publicados 

(Corona y Tapia, 2004; 2007; 2008), como los resultados presentados en esta tesis. Las diversas 

condiciones se clasificaron en 3 grupos de acuerdo al nivel de protección ejercido:  

GRUPO I PROTECCIÓN NOTABLE: La co-perfusión de AMPA con los compuestos clasificados en 

este grupo en la médula espinal de la ratas, previno por completo la parálisis y las alteraciones motoras 

provocadas por el AMPA solo. Las ratas tratadas con estos compuestos presentaron solamente un 

ligero déficit en la prueba del rotarod,  y se previno notablemente la pérdida de las motoneuronas de tal 

manera que en todos los casos se preservó más del 50 % de motoneuronas sanas (desde un 53 hasta un 

69 %). 

GRUPO II PROTECCIÓN PARCIAL: Las ratas a las cuáles se les co-perfundió AMPA con los 

compuestos clasificados en este grupo en la médula espinal presentaron alteraciones motoras en la 

extremidad posterior ipsilateral (como por ejemplo dificultad para enderezar la pata completamente) 

sin llegar a ser una parálisis total como la que se presenta en las ratas tratadas sólo con AMPA. Esto se 

ve claramente reflejado en el desempeño de estas ratas en la prueba del rotarod. En cuanto al número 

de motoneuronas sanas preservadas en el asta ventral de la médula espinal de estas ratas, podemos 

observar que se preserva un porcentaje significativo de éstas (desde un 33 hasta un 48 %), porcentaje 

que sin embargo no logra prevenir las alteraciones motoras por completo. 

GRUPO III SIN PROTECCIÓN: En este grupo se encuentran las ratas tratadas únicamente con AMPA  

6 mM, las cuáles, como ya se ha descrito anteriormente, presentan una parálisis total y permanente de 

la extremidad posterior ipsilateral, lo cual se puede observar claramente en los resultados obtenidos en 

la prueba del rotarod ya que estas ratas se cayeron a los pocos segundos.  En este caso la pérdida de las 
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motoneuronas es muy marcada, ya que sólo se preserva aproximadamente el 11 % de neuronas 

motoras sanas con lo cual la parálisis ya es inevitable.    

Con estos resultados hemos podido observar que existe una clara correlación entre el número de 

motoneuronas vivas y el desempeño motor de los animales (Tabla 1, figuras 21, 22 y 23). Es digno de 

notarse que, por ejemplo en las ratas tratadas con las diferentes concentraciones de lactato, la pequeña 

diferencia en la pérdida de aproximadamente un 52 % de las motoneuronas en las ratas tratadas con 

lactato 50 mM contra la pérdida de aproximadamente un 40 %  de las motoneuronas en las ratas 

tratadas con lactato 100 mM, resulta en una marcada diferencia en el desempeño de la función motora. 

Así, con estos resultados y todos los demás resultados analizados con las diferentes condiciones, 

podemos concluir que existe un umbral en el porcentaje de motoneuronas vivas necesario para 

prevenir por completo las alteraciones en la función motora del animal, ya que en todos los casos 

mientras se protegieron más del 50 % de las motoneuronas se evitaron por completo las alteraciones 

motoras y la parálisis, mientras que cuando la preservación de las motoneuronas está por debajo de 

este umbral el desempeño motor se ve afectado, y cuando la pérdida de motoneuronas es muy severa 

se manifiesta con la parálisis total de la extremidad inervada por esa región de la médula espinal. 

Estos datos están basados solamente en los resultados de los experimentos de esta tesis y de otros 

datos de nuestro laboratorio, sobre la cuantificación de motoneuronas en 5 cortes (por cada rata) de la 

médula espinal lumbar donde se realizó la perfusión con AMPA para el número de ratas indicado en la 

Tabla 1 y en las figuras 21, 22 y 23. Aunque esto es evidentemente una limitación, nos parece 

justificado concluir que existe un número mínimo umbral de motoneuronas que es capaz de preservar 

la función motora del tren posterior de la rata. 
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Tabla 1. Clasificación por grupos según los efectos protectores de los diferentes compuestos probados 
en el modelo de degeneración aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicicidad producido por 
AMPA in vivo. Los diferentes compuestos utilizados se ordenaron en 3 grupos de acuerdo con el 
grado de protección ejercida por cada uno contra el déficit de la actividad motora y la muerte de las 
motoneuronas provocados por la perfusión de AMPA por microdiálisis en la médula espinal de ratas. 
Los compuestos solos no tuvieron ningún efecto. 
 

Clasificación de 
grupos de 

acuerdo a la 
protección 

observada en la 
función motora 

Condición* Protección  
Motoneuronas sanas Tiempo en el rotarod (seg) 

Contralateral Ipsilateral 6 horas 
después del 
experimento 

24 horas 
después del 
experimento Núme

ro# 
%§  Núme

ro# 
%§  

 
 
 
 
 
 
 

 
GRUPO I: 

PROTECCIÓN 
NOTABLE 

CONTROL (Krebs-Ringer) 
(n=8) 

20.6  
± 0.54 

100 20.5  
± 0.53 

100 120& 120&

AMPA 6 mM + NBQX 500 
µM (n=9) 1 

20.5  
± 0.90 

99 10.8  
± 0.89 

53 
 

N.D. N.D. 

AMPA 6 mM + NAS 9 mM 
(n=10) 2 

19.7  
± 0.14 

96 11.2  
± 0.30 

54 
 

99.5  ± 4.9 100.7  ± 5.2 

AMPA 6 mM + BAPTA-
AM 10 mM (n=14) 2 

21.9  
± 0.26 

106 14.2  
± 0.55 

69 
 

107.2  ± 1.3 109.7  ± 1.9 

AMPA 6 mM + Leupeptina 
21 mM (n=6) 3 

19.6  
± 0.2 

95 14.1  
± 0.23 

68 
 

100.9  ± 3.55 105.5  ± 3.41 

AMPA 6 mM + Piruvato 20 
mM (n=14) 2 

20.3  
± 0.27 

98 10.9  
± 0.55 

53 
 

106.7  ± 2.6 106.9  ± 3.8 

AMPA 6 mM + Lactato 100 
mM (n=9) 

21.1  
± 0.63 

102 12.3  
± 0.45 

60 108.1  ± 6.25 112.7  ± 3.97 

AMPA 6 mM + α-
cetobutirato 20 mM (n=9) 

21.5  
± 0.53 

104 12.4  
± 0.28 

61 106.5  ± 8.24 106.6  ± 6.65 

AMPA 6 mM + β-
hidroxibutirato 50 mM (n= 

9) 

19.6  
± 0.67 

95 11.8  
± 0.94 

58 97.3  ± 7.67 102.3  ± 7.21 

 
 
 

GRUPO II: 
PROTECCIÓN 

PARCIAL 

AMPA 6 mM + Lactato 50 
mM (n=9) 

21.1  
± 0.41 

102 9.9    
± 0.33 

48 44  ± 9.05  58.4  ± 9.05 

AMPA 6 mM + β-
hidroxibutirato 20 mM 

(n=9) 

20.3  
± 1.20 

98 
 

9.2    
± 0.73 

45 51.9  ± 6.52 57.6  ± 4.32 

AMPA 6 mM + Ascorbato 
10 mM (n=8) 

19.4  
± 0.69 

94 6.7    
± 0.28 

33 39.1  ± 9.73 51.9  ± 10.65 

AMPA 6 mM + Ascorbato 
20 mM (n=8) 

20     
± 0.83 

97 8.4    
± 0.84 

41 42.8  ± 8.76 52.9  ± 8.02 

AMPA 6 mM + Ascorbato 
50 mM (n=9) 

20.4  
± 0.87 

99 8.7    
± 0.77 

42 55.4  ± 6.69 60.4  ± 4.61 

GRUPO III: 
SIN PROTEC-

CIÓN 

AMPA 6 mM (n=8) 19.3  
± 1.93 

  

94 2.3    
± 0.41 

11 5.3  ± 1.39 8.5  ± 1.68 

*Las concentraciones se refieren al medio de perfusión por microdiálisis. La eficiencia de la 
membrana de diálisis es ~10 %. 
#Se contaron ~5 cortes de la médula espinal por rata. Valores promedio ± SEM.  
§Porcentaje aproximado de motoneuronas sanas con respecto al control (ratas intactas sin operar u 
operadas a las cuáles sólo se les prefundió solución Krebs-Ringer). 
&Límite máximo establecido. 
N.D. = No determinado. 
1Tomado de Corona y Tapia, 2004. 
2Tomado de Corona y Tapia, 2007. 
3Tomado de Corona y Tapia, 2008. 
Todos los demás datos son de la presente tesis. 
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Horas después del experimento

 CONTROL (8)                                                  AMPA 6 mM + β-Hidroxybutirato 50 mM (9)
 AMPA 6 mM + NAS 9 mM (4)                          AMPA 6 mM + Lactato 50 mM (8) 
 AMPA 6 mM + BAPTA-AM 10 mM (4)             AMPA 6 mM + β-Hidroxibutirato 20 mM (9)
 AMPA 6 mM + Leupeptina 21 mM (6)             AMPA 6 mM + Ascorbato 10 mM (8)
 AMPA 6 mM + Piruvato 20 mM (4)                  AMPA 6 mM + Ascorbato 20 mM (8)
 AMPA 6 mM + Lactato 100 mM (8)                 AMPA 6 mM + Ascorbato 50 mM (9)
 AMPA 6 mM + α-cetobutirato 20 mM (9)        AMPA 6 mM (8)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Prueba del rotarod para todas las condiciones probadas hasta el momento en el modelo de 
degeneración aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicidad in vivo. Se han agrupado las 
diferentes condiciones de acuerdo al grado de protección observada en la función motora en esta prueba. 
El grupo I (fondo amarillo) incluye las ratas control y las ratas tratadas con los compuestos que ejercieron 
una protección notable; el grupo II (fondo rosa) incluye a las ratas tratadas con los compuestos que 
ejercieron una protección parcial; y el grupo III (fondo morado) de ratas no protegidas incluye a las ratas 
tratadas sólo con AMPA y que por lo tanto presentaron una parálisis en la pata trasera ipsilateral. Para 
datos cuantitativos más precisos y referencias obsérvese la Tabla 1.  
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Figura 22. Número de motoneuronas sanas en las astas ventrales ipsilateral y contralateral de las ratas 
tratadas con AMPA (último par de barras) y con AMPA + los diferentes compuestos probados en el 
modelo de degeneración aguda de motoneuronas espinales por excitotoxicicidad in vivo como se 
indica. La línea negra horizontal que divide la gráfica indica el 50 % del número de motoneuronas con 
respecto a las ratas control y la parte sombreada de la gráfica indica el número de motoneuronas que 
están por debajo del 50 %. Las diferentes condiciones se ordenaron de acuerdo con la clasificación de 
los 3 grupos descritos en el texto, en la Tabla 1 y en la figura 21; para cada grupo se utilizan los 
mismos colores de fondo. Obsérvese la correlación que existe entre el número y porcentaje de 
motoneuronas sanas y el grado de protección de la función motora (véase Tabla 1 y figuras 21 y 23). 
Todas las ratas tratadas con los compuestos clasificados en el grupo I por haber protegido 
notablemente la función motora preservaron más del 50 % de motoneuronas sanas, mientras que los 
tratamientos que no alcanzaron a superar el umbral de más de este 50 % pero que sí protegieron un 
porcentaje considerable de motoneuronas preservaron parcialmente la función motora (grupo II), y las 
ratas tratadas sólo con AMPA (grupo III), que presentan parálisis de la pata ipsilateral, tienen una 
severa pérdida de motoneuronas (aproximadamente del 89 %). Datos de Corona y Tapia, 2004; 2007; 
2008 y de la presente tesis. 
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Figura 23. Correlación entre el número de motoneuronas sanas en las astas ventrales del lado 
ipsilateral y el tiempo en el que permanecen caminando en el rotarod las ratas tratadas con AMPA y 
con AMPA + los diferentes compuestos probados en el modelo de degeneración aguda de 
motoneuronas espinales por excitotoxicicidad in vivo, evaluado a las 24 horas. Se pueden observar 
claramente la separación de los 3 grupos descritos en el texto, en la Tabla 1 y en las figuras 21 y 22, 
los mismos colores que se utilizaron de fondo en éstas se usaron para las figuras que representan cada 
grupo en esta gráfica. Datos de Corona y Tapia, 2004; 2007; 2008 y de la presente tesis. 
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IX. CONCLUSIONES: 

  

 

 Los mecanismos que intervienen en la degeneración de las motoneuronas espinales in vivo son 

multifactoriales, dado que ninguna de las estrategias que se han probado en este modelo para evitar 

la pérdida de las motoneuronas ha protegido por completo. Sin embargo, podemos concluir que el 

déficit energético mitocondrial y el estrés oxidativo juegan un papel crucial, ya que la 

administración de sustratos oxidables que muy probablemente están aumentando los niveles 

energéticos y posiblemente los efectos antioxidantes de los sustratos probados ejercen 

neuroprotección significativa.  

 

 La protección obtenida con la suplementación con sustratos energéticos sugiere que el déficit 

energético puede estar jugando un papel más relevante que el estrés oxidativo en la 

neurodegeneración de motoneuronas espinales in vivo dados los resultados obtenidos con el 

antioxidante probado en nuestro modelo. Sin embargo, se requiere más investigación para dar una 

conclusión más acertada.  

 

 Aunque no se tiene la certeza de que la causa principal de la degeneración selectiva de las 

motoneuronas en la ALS es la excitotoxicidad, es una de las hipótesis más convincentes, dada la 

especial vulnerabilidad de las motoneuronas al AMPA y el hecho de que los receptores de este tipo 

se encuentran abundantemente en la médula espinal. Por esta razón, los datos obtenidos en este 

trabajo pueden contribuir al entendimiento de los mecanismos que están participando en la muerte 

neuronal en esta enfermedad que también parece ser multifactorial, y los sustratos probados podrían 

ser agentes terapéuticos potenciales. Además, aun cuando la excitotoxicidad no fuera la causa  
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primaria de la degeneración de las motoneuronas, existe mucha evidencia que indica que la 

disfunción mitocondrial está involucrada en la patogénesis de la ALS, ya que se ha demostrado que 

existen alteraciones estructurales y funcionales en las mitocondrias de los pacientes con ALS. 

Asimismo, también hay bastante evidencia de la participación del estrés oxidativo en esta 

enfermedad. 

 

 Al parecer existe un umbral en el número de motoneuronas necesario para prevenir las alteraciones 

motoras y la parálisis, ya que el análisis de los resultados obtenidos en este y trabajos previos con 

todas las condiciones probadas en este modelo, muestra que existe una clara correlación entre la 

sobrevivencia de motoneuronas y la función motora. Así, mientras se preserve más del 50 % de las 

motoneuronas, se evitan tanto las alteraciones en el desempeño motor como la parálisis, mientras 

que cuando no se supera este umbral de protección ocurre un déficit parcial en el desempeño motor, 

y cuando hay una pérdida severa de motoneuronas se produce inevitablemente la  parálisis. 
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