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RESUMEN

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una devastadora enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la pérdida progresiva y selectiva de las motoneuronas (MNs) superiores e
inferiores, lo que causa una pardlisis gradual que culmina con la muerte del paciente por un paro
respiratorio. Aunque el origen y causa de esta enfermedad permanece desconocida, la muerte de las
MNs se ha asociado con un fendmeno de excitotoxicidad mediado por glutamato a través de la
accion de receptores tipo AMPA (a-amino-3hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionato) permeables a
calcio. Hasta la fecha, el tipo de muerte celular de las MNs durante la ELA no ha sido aclarado.
Basados en la sobreactivacion de los receptores AMPA, en nuestro laboratorio se disefiaron dos
modelos de degeneracion de las MNs espinales in vivo en rata: un modelo agudo de activacion de los
receptores AMPA, con el uso de la microdidlisis, y un modelo crénico de activacion de los receptores
AMPA, en el que se utilizan como via de administracién minibombas osméticas. En el modelo agudo
(Corona y Tapia, 2004), las MNs mueren de forma rapida (3 h) causando una paralisis ipsilateral,
mientras que en el modelo crénico (Tovar-y-Romo et al., 2007) la muerte de las MNs y la paralisis
ocurren de manera progresiva y bilateral (5 dias). En esta tesis, con objeto de conocer y caracterizar
el proceso de muerte de las MNs en ambos modelos, utilizamos la microscopia electrénica de
transmisién para determinar los cambios morfolégicos y ultraestructurales de las MNs, y la
microscopia confocal para detectar mediante inmunocitoquimica la presencia de la caspasa 3 activa
(casp3a) en las MNs. La funcién motora se evalué mediante las pruebas de Rotarod, Paw Grip
Endurance task (PGE, por sus siglas en inglés) y el registro de la zancada. Los resultados obtenidos
demostraron que: en el modelo agudo las MNs mueren rapidamente, iniciando con un deterioro
mitocondrial temprano (vesiculacién de la membrana interna mitocondrial) a 1.5 h de la perfusién
del AMPA 6 mM. Después de 3 h se observd la ruptura de las membranas mitocondrial, nuclear y
citoplasmica. La muerte de las MNs en este modelo ocurre sin la activacién de la casp3. Por otro lado,
el tratamiento crénico con AMPA 7 mM indujo la muerte de las MNs mediante un proceso
degenerativo que inicia 24 h después del implante de la minibomba osmética, con el hinchamiento
del reticulo endopldsmico y la subsecuente aparicion y crecimiento de vacuolas en el citoplasma, lo
cual progresa hasta que ocurre la disolucién celular, alrededor de las 48 y 72 h. Este proceso
degenerativo inicia en el lado ipsilateral y se extiende paulatinamente a toda la poblaciéon de MNs,
incluyendo el asta ventral contralateral. Durante este proceso degenerativo identificamos dos
poblaciones de mitocondrias, una de ellas presenta un hinchamiento mitocondrial y la vesiculacion

de la membrana interna, mientras que la otra no presenta alteraciones y preserva una morfologia



normal, aun cuando la membrana celular se ha dafiado. La degeneracién de las MNs en este modelo
se acompaiia de la activacidon de la casp3. Nuestros resultados indican que la manera de sobreactivar
al receptor AMPA in vivo (aguda o crénicamente) induce dos procesos diferentes de muerte en las
MNs: uno rapido y otro progresivo, involucrando en este ultimo la actividad de la casp3. Con base en
estos resultados concluimos que las MNs en el modelo agudo mueren rapidamente por necrosis,
mientras que en el modelo crénico el proceso degenerativo de las MNs presenta inicialmente
caracteristicas apoptdticas y culmina con una necrosis de lento progreso.

Un segundo objetivo de esta tesis fue determinar el efecto del bloqueo de los circuitos inhibitorios de
la médula espinal e investigar su posible relacién con la muerte de las MNs. Para este fin
perfundimos crénica (5, 10 y 17.5 mM) y agudamente (1 y 5 mM) bicuculina (antagonista de los
receptores para GABA tipo A, GABAA) o estricnina (1, 5 y 20 mM; antagonista de los receptores para
glicina) en la regién lumbar. Tanto el bloqueo agudo como el créonico de los receptores GABAA
provocaron un efecto dosis dependiente caracterizado por la contraccion de los musculos del cuarto
trasero ipsilateral. Sin embargo, Unicamente el bloqueo crénico de los receptores GABAA indujo una
pérdida significativa de MNs. En cambio, el bloqueo de los receptores para glicina no provocé efectos
significativos. Concluimos que los circuitos GABAérgicos de la médula espinal juegan un papel de
gran importancia en el control de la actividad neuronal y coordinaciéon de los musculos del cuarto
trasero ipsilateral. Ademas, la hiperexcitabilidad inducida por el bloqueo de la actividad GABAérgica
provoca una pérdida de MNs que no es suficiente para generar un déficit motriz.

Proponemos que el andlisis de estos procesos de muerte y del papel de los circuitos inhibitorios en la
médula espinal puede ayudar a entender el mecanismo de degeneracién de las MNs en la ELA, y

ayudar al disefio de estrategias para prevenir y atenuar la pérdida de las MNs en la ELA.



ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating neurodegenerative disease characterized by
progressive and selective loss of upper and lower motoneurons (MNs), which causes gradual
paralysis that culminates with patient’s death by respiratory failure. Although the origin and cause of
this disease remain unknown, the cell death of MNs is associated with a phenomenon of
excitotoxicity mediated by glutamate through the action of calcium-permeable a-amino-3-hydroxy-
5-methylisoxazole-4-propionic acid (AMPA) receptors. To date, the type of cell death of MNs in ALS
has not been elucidated. Based on AMPA receptors overactivation, in our laboratory, we designed
two in vivo models of spinal MNs degeneration in rat: an acute model of AMPA receptor activation
using microdialysis (Corona and Tapia, 2004), and a chronic model of AMPA receptors activation, in
which we used osmotic minipumps as route of administration (Tovar-y-Romo et al., 2007). In the
acute model, MNs die quickly (3 h) resulting in ipsilateral paralysis, while in the chronic model the
death of MNs and paralysis occur progressively and bilateraly (5 days). In this thesis, to understand
and characterize the cell death of MNs on both models, we used transmission electron microscopy to
determine morphological and ultrastructural changes of MNs, and confocal microscopy for active
caspase-3 (casp3a) detection in MNs by immunocytochemistry labeling. Motor function was assessed
using rotarod tests, Paw Grip Endurance task (PGE) and record stride. The results showed that: in the
acute model, the MNs died quickly, starting with early mitochondrial damage (vesiculation of the
inner mitochondrial membrane) at 1.5 h of 6 mM AMPA perfusion. After 3 h we observed the
rupture of mitochondrial, nuclear and cytoplasmic membranes. The cell death of MNs in this model
occurs without activation of casp3. On the other hand, chronic treatment with 7 mM AMPA induced
cell death of MNs by a degenerative process that started 24 h after implantation of osmotic
minipump, with swelling of the endoplasmic reticulum and the subsequent emergence and
enlargement of vacuoles in the cytoplasm, which progresses until cell dissolution occurs, around 48
and 72 h. This degenerative process begins on the ipsilateral side and is gradually extended to the
entire population of MNs, including the contralateral ventral horn. During this degenerative process
we identified two mitochondria populations, one of them presents mitochondrial swelling and
vesiculation of the inner membrane, while the other does not show alterations and preserves a
normal morphology, even when the cell membrane is damaged. Degeneration of MNs in this model
is accompanied by activation of casp3. Our results indicate that the way of overactivate AMPA
receptor in vivo, acute or chronic, induces two different processes of cell death in MNs: one fast and

other slow and progressive, involving in the activity of casp3. Based on these results, we conclude



that in the acute model MNs die rapidly by necrosis, whereas in the chronic model the degenerative
process of MNs presents, initially, apoptotic features and culminates with a slowly progressive
necrosis.

A second objective of this thesis was to determine the effect of the blockade of inhibitory circuits in
the spinal cord and investigate their possible relation with MNs death. To this purpose, we perfused
chronic (5, 10 and 17.5 mM) and acutely (1 and 5 mM), bicuculline (antagonist of GABA type A
receptors, GABAA) or strychnine (1, 5 and 20 mM; glycine receptors antagonist) in lumbar region.
Both acute and chronic blockade of GABAA receptors resulted in a dose dependent effect,
characterized by the contraction of ipsilateral hindquarter muscles. However, only chronic blockade
of GABAA receptors induced a significant loss of MNs. In contrast, glycine receptors blockade did not
cause significant effects. We conclude that GABAergic circuits in the spinal cord play a major role in
controlling neuronal activity and coordination of ipsilateral hindquarter muscles. Furthermore,
hyperexcitability induced by GABAergic activity blockade results in loss of MNs that is not sufficient
to generate a motor deficit.

We propose that analysis of these processes of cell death and the role of inhibitory circuits in the
spinal cord may help to understand the mechanism of MNs degeneration in ALS, and help to design

strategies for the prevention and dwindling of MNs loss in ALS.
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lll.- Introduccién
LA MEDULA ESPINAL

La médula espinal es la parte del sistema nervioso central (SNC) que se encuentra alojada en el
conducto raquideo desde el agujero magno, en la parte media arquial del atlas hasta la primera o
segunda vértebra lumbar. Es la encargada de comunicar al encéfalo con el cuerpo a través de
impulsos nerviosos mediante dos funciones basicas: la aferente, en la que son llevados impulsos
sensitivos del tronco, cuello y las cuatro extremidades hacia el cerebro, y la eferente, en la que el
cerebro ordena a los érganos efectores realizar determinada accidn, llevando estos impulsos
hacia el tronco, cuello y extremidades. Entre sus funciones también se encuentran el control de
movimientos inmediatos y vegetativos, como el acto reflejo, y las funciones del sistema nervioso
simpatico y el parasimpatico. Se considera el tejido nervioso mds extenso del cuerpo humano,
pudiendo alcanzar los axones de sus neuronas hasta un metro de largo. La longitud de esta
estructura varia ontogenéticamente: en el embrién se encuentra hasta la base del coxis, en el
recién nacido la médula alcanza la cuarta vértebra lumbar (L4, dos vertebras por debajo del
estado adulto). En su completo desarrollo la médula espinal alcanza una longitud de 45 cm en

hombres y 43 cm en mujeres (Watson, et al., 2009).

Anatomia y funcién

Longitudinalmente la columna vertebral (que aloja en su interior a la médula espinal) se ha
dividido de forma imaginaria en cinco regiones: cervical, toracica, lumbar, sacra y coxigea (Figura
1). En la rata, la médula espinal estd compuesta de 34 segmentos: 8 cervicales (nombrados C1 a
C8), 13 toracicos (T1 a T13), 6 lumbares (L1 a L6), 4 sacrales (S1 a S4) y 3 coxales (C1 a C3). La
columna vertebral del humano difiere de la columna de la rata, puesto que en el humano existen
solo 8 segmentos cervicales, 12 segmentos tordcicos, 5 segmentos lumbares, 5 segmentos
sacrales y un segmento coxigeo, teniendo un total de 31 segmentos (figura 1).

Dentro de la columna vertebral, el grosor de la médula espinal varia segun la cantidad de
fibras que lleven sus tractos, haciendo que la médula espinal presente dos engrosamientos, uno
cervical y otro lumbar: 1) A nivel cervical, donde se originan las raices que constituyen el plexo
braquial, la médula espinal se encuentra notablemente aplanada en sentido anteroposterior
formando un engrosamiento fusiforme, denominado el engrosamiento cervical, que en roedores
y primates se extiende de C5-T1. Este engrosamiento se forma con las raices de nervios que van a

transmitir sensibilidad y accion motora hacia y desde los miembros superiores (brazo, antebrazo y



mano). 2) A nivel tordcico inferior y lumbar, en donde se origina el plexo lumbosacro, la médula
espinal presenta el engrosamiento lumbar, que abarca desde L2 a L6 en roedores y de L2 a S2 en
humanos (L1-S2). Este engrosamiento se forma con las raices de nervios que permiten transmitir
la sensibilidad y accidn motora hacia y desde los miembros inferiores (muslo, pierna y pie). En su
porcion inferior la médula espinal adelgaza rapidamente para terminar en forma de punta de
cono formando lo que se conoce como el cono medular. Una fina banda de tejido fibroso
conocida como el filum terminale, avanza en medio de la cauda equina (raices correspondientes a
los segmentos lumbares, sacro y coxigeo que corren verticalmente bajo el cono medular) desde la
vértebra L1 hasta unirse al periostio del dorso del céccix. El filum terminale es una prolongacién
de la piamadre que indica el camino de regresién de la médula espinal y tiene la funcidn de fijar el
extremo inferior la médula espinal. Bajo el cono medular y hasta la terminacién del saco dural en
el borde inferior de S2, el espacio subaracnoideo sélo contiene la cauda equina y al filum
terminale flotando en liquido cefalorraquideo (LCFR o cerebroespinal). En su parte superior, la
médula espinal se encuentra en continuidad con el bulbo raquideo, esta fijada a éste en su parte
media a través de prolongaciones conjuntivas para adherirse a la duramadre (Watson, et al.,

2009).

Figura 1. Organizacion de la columna vertebral y de los nervios espinales. En el lado izquierdo se
muestran las regiones del cuerpo afectadas después de una lesion en alguna regién de la médula
espinal (recuadros de color C6, T6 y L1). En la parte central se muestran las 5 regiones de la
columna vertebral. A la derecha se aprecia la division de los nervios espinales y esquemas de
cortes transversales de la region cervical, toracica, lumbar y sacra de la médula espinal,
mostrando la distribucién de la materia gris y blanca (ver figura 2) en el interior de la médula.
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En total, de la médula espinal salen 31 pares de nervios, que son los que le brindan un
aspecto segmentado: 8 cervicales, 12 toracicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coxigeo (figura 1). Todos
los nervios espinales derivados de los segmentos toracico, lumbar y sacral de la médula espinal,
salen en sentido caudal al canal vertebral de su respectiva vértebra, por ejemplo, el nervio T5 sale
caudal a la vértebra T5. La situacion es ligeramente mas complicada en el segmento cervical, pero
solo en 7 vertebras. Una nomenclatura arbitraria resulta en la siguiente divisién: de C1 a C7, los
nervios emergen arriba de su respectiva vértebra y el nervio C8 sale entre C7 y T1 (Watson, et al.,
20009).

Al igual que el encéfalo, la médula espinal se encuentra cubierta por membranas llamadas
meninges, en total tres: la piamadre, la aracnoides y la duramadre. Del exterior hacia la médula
espinal, se encuentra primero la duramadre, que es una membrana fuerte, densa y fibrosa que
envuelve a la médula a lo largo de todo el SNC, le sigue la aracnoides, que es una membrana
delgada e impermeable y finalmente cubriendo intimamente y en su totalidad a la medula
espinal, se encuentra la piamadre. Entre la piamadre y al aracnoides existe un espacio conocido
como espacio subaracnoideo, en el cual se encuentra el LCFR (figura 2A). Este espacio es
atravesado por finas trabéculas aracnoideas que se unen a la piamadre (Guyton, 1994; Watson, et
al., 2009).

En un corte transversal de la médula espinal se pueden apreciar cuatro caras: una anterior
o ventral, dos laterales y una posterior o dorsal. La cara ventral presenta en la linea media la fisura
media ventral y limita lateralmente por los surcos ventrolaterales, que la separa de las caras
laterales y que son los origenes aparentes de las raices nerviosas motoras o eferentes de los
nervios espinales. Asi mismo, la superficie dorsal en la parte media presenta el surco medial
dorsal. En la parte lateral de la médula espinal, se encuentra el funiculo lateral, que limita con los
surcos ventrolaterales y dorsolaterales, que corresponden al origen de las raices ventrales y
dorsales respectivamente. La médula espinal estda compuesta por la materia blanca y la materia
gris, la vista transversal de la médula espinal muestra la organizacién de ambas materias en el
interior de la médula (figura 2B). La materia gris se encuentra arreglada en forma de mariposa o
de “H”, dependiendo del nivel al que se observe. La unién de la “H”, llamada materia gris
comisural encierra el canal central. Las proyecciones dorsales de los brazos de la materia gris son
llamadas astas dorsales y las proyecciones de los brazos ventrales son llamadas astas ventrales
(Figura 2B). La materia gris que une a las astas dorsales y ventrales es conocida como materia gris

intermediolateral, ésta contiene las células que originan el sistema nervioso auténomo. En la
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region toracica esta parte de la materia gris contiene neuronas simpaticas preganglionares. La
materia blanca esta formada principalmente de axones que viajan longitudinalmente a lo largo de
la médula espinal y de células gliales. Como anteriormente se menciond, las astas de la materia
gris dividen a la materia blanca en tres funiculos (un gran grupo de axones, los cuales se localizan
en una determinada area, reciben el nombre de funiculo): dorsal, ventral y lateral. La distribucién
transversal de la materia gris y blanca varia de acuerdo con la regidén de la médula espinal (figura
1).

La sangre de la médula espinal es suministrada por una sola arteria ventral y dos dorsales.
La arteria espinal ventral se origina de la arteria vertebral y desciende dentro de la fisura medial
ventral. Ambas arterias espinales dorsales se originan de la arteria vertebral y descienden por el
surco dorsolateral de la médula espinal (Watson, et al., 2009).

En el asta lateral de la médula espinal se encuentran los cuerpos celulares de las neuronas
preganglionares del sistema nervioso autdonomo y sus fibras atraviesan la raiz ventral de la médula
espinal hasta el correspondiente nervio raquideo (nervio mixto que consta de una raiz ventral
motora y una dorsal sensitiva). Otro aspecto de suma importancia en el arreglo celular de la
médula espinal, es la existencia de interneuronas que sirven de conexion entre las fibras motoras
y sensoriales, lo que permite la realizacidon de respuestas reflejas que no necesitan ser ordenadas

por los centros cerebrales.

A

Figura 2. Anatomia de la médula espinal. A) Esquema de la médula espinal en donde se muestran
las inervaciones de los nervios espinales dorsales y ventrales, asi como las tres meninges que
cubren a la médula espinal. En B se indican en un corte transversal los diferentes funiculos y
surcos que conforman a la médula espinal.
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Las motoneuronas (MNs) se encuentran ubicadas en el asta ventral de la sustancia gris a
lo largo de toda la médula espinal. Funcionalmente, podemos encontrar dos tipos de MNs:
somaticas y viscerales. Las MNs somaticas inervan a los musculos esqueléticos, mientras que las
viscerales a las visceras.

Las MNs somaticas se pueden dividir segin su tamano: Las MNs alfa, que dan origen a las
fibras nerviosas alfa, las cuales varian entre 10 y 20 um de didmetro e inervan las grandes fibras
extrafusales del musculo esquelético; el segundo tipo de MNs que podemos encontrar son las
gamma, que se encuentra ubicadas junto a las MNs alfa, este tipo de MNs transmiten sus
impulsos a través de las fibras tipo gamma de un didmetro de 5 um a fibras musculares muy
pequefias denominadas intrafusulares, que forman parte del uso muscular. Existe un tercer grupo
de MNs denominadas betta, estas envian sus proyecciones dentro del musculo a fibras
intrafusales y extrafusales, ademas inervan principalmente a musculos distales y extremidades.

Las interneuronas se encuentran presentes en todas las areas del SNC, en la sustancia gris
de la médula espinal, son 60 veces mds numerosas que las MNs, son de menor tamafio y muy
excitables, tienen numerosas interconexiones y muchas de ellas inervan a las MNs ventrales. En la
médula espinal, las interneuronas mas conocidas son las células de Renshaw, las cuales se
encuentran en intima relacién con las MNs y son de tipo inhibitorio (Alvarez y Fyfee, 2007; Brodal,

1998).

Principales circuitos neuronales de inhibicién y excitacidon en la médula espinal.

El funcionamiento adecuado del SNC de un organismo, se basa en un equilibrio constante, pero
dindmico de su actividad, la cual esta controlada principalmente por la interaccion de dos
circuitos neuronales principales, el excitador y el inhibidor. Al igual que en todo el SNC, en la
médula espinal el sistema excitatorio es controlado principalmente por el neurotransmisor (NT)
glutamato (Glu); y para los circuitos inhibitorios son los NTs GABA vy glicina (Gly). Ambos circuitos
(excitatorio e inhibitorio) coexisten en un delicado equilibrio regulando diversos procesos en el
SNC. Una pequefia alteracién en este estrecho equilibrio, puede servir como inductor de diversas
patologias. Por ejemplo, una falla o disminucion de la actividad GABAérgica, o por el contrario, el
incremento en la actividad de las sinapsis excitatorias, pueden generar de igual manera una
sobreexcitaciéon neuronal, que en ocasiones, puede verse reflejada con la apariciéon de crisis

convulsivas (Foster y Kemp, 2006).
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Inhibicion: GABA y glicina

En la médula espinal los circuitos inhibitorios son controlados principalmente por el GABA y la
glicina. Cada uno de estos NTs activa un receptor-canal de cloro sensible a ligando perteneciente
a la superfamilia de canales de iones con topologia pentamérica, dentro de la cual el receptor
nicotinico para acetilcolina es el receptor canal prototipo. Otros miembros de esta superfamilia de
receptores-canal son el receptor tipo 3 para serotonina (5-HT3), receptores para GABA tipo C
(GABAC) y recientemente identificados los receptores de unién a Zinc y GABA permeables a
cationes (Begg y Jorgensen, 2003; Davies, et al., 2003; Lynch, 2004, 2009).

El principal receptor postsinaptico para el GABA es conocido como tipo A o GABAA (Foster
y Kemp, 2006), mientras que el de Gly es conocido solamente como receptor para glicina (GlyR;
Curtis, et al.,, 1967; Lynch, 2009; Werman, et al., 1967). En las terminales GABAérgicas los
receptores GABAA (GABAARs) se encuentran alrededor y en contacto con el cuerpo celular de las
MNs y de las dendritas proximales (Carlton y Hayes 1990; Holstege y Calhoen, 1990; Magoul, et
al.,, 1987, Mclaughlin, et al., 1975; Mugnaini y Oertel, 1985). El GABA y sus receptores estan
presentes en la densidad sinaptica de las MNs lumbares y cervicales (Destombes, et al., 1996;
Murphy, et al., 1996; Ornung, et al., 1994, 1996, 1998; Ramirez-Leon y Ulfhake, 1993; Sur, et al.,
1995) y en un menor porcentaje en sitios extrasinapticos (Sur, et al., 1995).

El GABAAR es un complejo molecular integrado como heteropentamero de peso
aproximado entre 275 a 400 kDa (Hevers y Luddens, 1998; Macdonald y Olsen, 1994; Sieghart, et
al., 1999). Las subunidades que lo forman se denominan con las letras griegas: alfa (a), beta (B),
gamma (y), delta (38) épsilon (€), rho (p) y theta (0); ademas, es posible distinguir diversos
subtipos de estas subunidades: 6 diferentes subtipos de a; 3 distintas 3, 3 tipos de vy, 1 forma de &
, 1 de tipo €, 3 formas de py un solo tipo de 0 (Kardos, 1999; Chebib y Johnston, 1999). Cada
subunidad tiene su dominio N-terminal del lado extracelular, el cual puede ser el sitio de ligado de
varias moléculas, las cuales pueden modular la actividad del ligando GABA. En la médula espinal,
la combinacién de subunidades del GABAAR mas frecuente es o2y2 6 o2[3y2 en una
estequiometria aun desconocida (Foster y Kemp, 2006; De Blas, 1996).

Los GlyRs funcionales estan formados por un total de cinco subunidades, que pueden ser:
ol-4 (48 KDa) y B (58 KDa). Algunos autores asocian a la gefirina como parte de los GlyRs
(Pfeiffer, 1982; Lynch, 2009), la gefirina es una proteina encargada de anclar a lo GlyRs al
citoesqueleto. Numerosas evidencias bioquimicas, biofisicas y farmacoldgicas sugieren que la

mayor conformacion de subunidades del GlyRs en el estado adulto estd formada como un
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heteropentdmero de las subunidades a1P. En la mayoria de las MNs espinales, los transcritos
para las subunidades al y a2 son localizados en el soma y en las dendritas, mientras que los
transcritos para la subunidad B y gefirina, se restringen al soma (Rekling, et al., 2000).

Los receptores para glicina (GlyRs; Lengendre, 2001) y los receptores GABAA (GABAARSs;
Macdonald y Olsen, 1994), se acumulan en los sitos postsindpticos para permitir una
neurotransmisién inhibitoria rapida y eficaz. La agregacién y estabilizacidon postsinaptica de los
GlyRs y los GABAARs requiere de su interaccidon con proteinas de anclaje intracelulares, que son
parte de un complejo multiproteico de anclaje subsinaptico ligado al citoesqueleto (Legendre,
2001). Estos receptores son propensos a mostrar diferentes propiedades funcionales de acuerdo a
su distribucién subcelular. Durante la sinaptogénesis e incluso en el adulto, se localizan tanto en
sitios postsinapticos como extrasinapticos (Sibilla y Ballerini, 2009). Actualmente se conoce que
los receptores postsinapticos, son los responsables de una neurotransmisidén rapida y fasica,
mientras que la activacién de los receptores extrasindpticos esta implicada en la modulacién lenta
y ténica de la actividad de neuronal.

La acumulacidn sindptica de los GABAARs y GlyRs depende de su habilidad para unirse a la
gefirina (Tretter, et al., 2008), la cual es una proteina periférica de membrana (Schmitt, et al.,,
1987) encargada de anclar a los GLyRs 6 los GABAARs con los componentes microtubulares
subyacentes del citoesqueleto (Prior, et al.,, 1992) mediante un puente. Grandes agrupamientos
de gefirina han sido correlacionados con grandes corrientes postsindpticas inhibitorias (Lim, et al.,
2000; Oleskevich, et al., 1999; Geiman, et al., 2002). El hecho de que la gefirina se una a los GlyRs
y a los GABAARs, y promueva el agrupamiento de los mismos, hace necesario que la gefirina, los
GlyRs y los GABAARs se encuentren juntos en los sitios postsindpticos (Bohlhalter, et al., 1994;
Todd, et al., 1996; Triller, et al., 1987), lo que sugiere que la Gly y el GABA pueden actuar como
cotransmisores en las sinapsis inhibitorias de MNs (Ornung, et al., 1994, 1996, 1998; Todd, et al.,
1996; Singer y Berger, 2000; Shupliakov, et al.,1993, Taal y Holstege, 1994). En la médula espinal y
en varias dreas del tronco cerebral, el GABA y la Gly pueden ser coliberadas desde la misma
terminal presinaptica. En la médula espinal GABA y Gly se encuentran continuamente
colocalizadas en terminales de interneuronas inhibitorias premotoras (Dumba, 2000; Lahjouiji, et
al., 1996; Ornung, et al., 1994, 1996; Taal y Holstege, 1994; Turman y Chandler, 1994; Wentzel, et
al.,, 1993), en donde son ingresados a las vesiculas presindpticas por el mismo transportador
(Burger, et al.,, 1991). De forma interesante, la coactivacion de GABAARs y GlyRs en sinapsis

inhibitorias mixtas, no se limita a mostrar una suma de las corrientes mediadas por ambos tipos
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de receptores, resultando de una comunicacidén cruzada entre estos receptores postsinapticos
coagregados (Donato y Nistri, 2001).

La proporcion de sinapsis GABAérgicas y glicinergicas en la médula espinal, varia
dependiendo del estado de madurez del organismo: Jonas y colaboradores (1998), estiman que
de los eventos cudnticos registrados en las MNs de ratas del dia posnatal 5-10, aproximadamente,
44% corresponden a un componente dual (GABA y Gly), 41% solo a Gly y el 17% Unicamente a
GABA. Interesantemente, Gao y Ziskind-Conhaim (2001, 1995), demostraron que el nimero de
sinapsis puras para GABA o Gly varian probablemente durante un desarrollo posnatal temprano,
mientras que el nUmero de sinapsis mixtas se mantiene constante: En MNs de ratas embrionarias
(E17-18), 60% son eventos Unicamente GABAérgicos, 20 % glicinérgicos y 20% mixtos. Sin
embargo, después de nacer (P1-3), los porcentajes son: 60 % glicinérgicos, 20 % GABAérgicos y 20
mixtos (Gao, et al., 2001; Singer y Berger, 2000).

El papel funcional que desempefian cada uno de estos NTs inhibitorios en el control de la
actividad neuronal de la médula espinal, ha sido un tema muy controversial. Actualmente no se
conoce con certeza el papel exacto de cada uno de estos dos sistemas, sin embargo se han
realizado trabajos que permiten hacer aproximaciones sobre este tema.

Se ha demostrado que la actividad de GABA y Gly durante el desarrollo de los organismos es de
tipo excitatorio, la cual resulta de suma importancia para el desarrollo y maduracién de las redes
neuronales, quienes utilizan las despolarizaciones causadas por ambas neurotransmisiones para
dirigir su crecimiento. La expresién de GABAARs y de GlyRs en la medula espinal embrionaria y
neonatal, puede desempefiar una funcidn tréfica en la diferenciacién neuronal y en la
sinaptogénesis (Meier, et. al., 1991; Rekling, et. al., 2000. Singer y Berger, 2000). Las sinapsis
GABAérgicas y Glicinérgicas actian como terminales despolarizantes durante la maduracion
neuronal en roedores, desde el periodo embrionario hasta el postnatal temprano, son capaces de
elevar la concentracion intracelular de calcio, y en estado prenatal, pueden inducir potenciales de
accion (Ben-Ari et al., 1989; Reichling et al., 1994; Obrietan y van den Pol, 1995), ademads, GABA y
Gly generan generan sefiales de despolarizacion en neuronas embrionarias y postnatales
tempranas, liberando altas concentraciones intracelulares de cloro (Ben-Ari et al., 2007).

En organismos adultos GABA y Gly median la inhibicidén postsindptica de la actividad de las MNs.
También contribuyen significativamente a la generacién de patrones ritmicos, incluyendo la
respiracion (Merrill y Fedorko, 1984), locomocién (Cazalets, et. al., 1996; Hochman, et. al., 1994;

Kjaerulff y Kiehn, 1997; Perret, 1983), masticacién (Chandler, et. al., 1985; Enomoto, et. al. 1987;
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Inoue, et. al., 1994) y la deglusidn (Bieger, 1991). En estos patrones, la actividad de las MNs es
caracterizada por fases secuenciales de excitacion e inhibicidn. El control inhibitorio sindptico de
la excitabilidad durante la fase activa puede afectar el tiempo de inicio y final de los bursts o
rafagas de potenciales de accidon afectando el inicio de la contraccién y relajacién muscular,
patrones de disparo celular y el orden del reclutamiento celular (Parkis, et. al., 1999; Rekling, et.
al., 2000; Robertson y Stein, 1988; Withington-Wray, et. al., 1988; Woch y Kubin, 1995).

Registros de la actividad espinal en el ratén, indican que la transmisidén glicinérgica
favorece la propagacion episddica a través de segmentos espinales contiguos, mientras que la
generacion de la actividad sindptica a nivel local se basa en redes neuronales formadas por MNs e
interneuronas GABAérgicas (Hanson y Landmesser, 2003; Moody y Bosma, 2005).

El tipo de interneurona espinal inhibitoria mejor estudiada es la llamada célula de
Renshaw (CR). Identificada por primera vez en la médula espinal de gato adulto por Renshaw
(1946). Estas células reciben aferencias nicotinicas y glutamatérgicas directamente de las
neuronas motoras (Mentis, et. al., 2005; Nishimaru, et. al., 2005) y hacen predominantemente
proyecciones glicinérgicas hacia las MNs (Goulding, et. al., 2002). Se ha sugerido que la inhibicién
aportada por las CRs ocurre a partir de la maduracién de sus sinapsis. Tales sinapsis inhibitorias
maduran posnatalmente desarrollando grandes agregados postsinapticos de gefirina (proteina
asociada con el anclaje de GABARs y GlyRs) que colocalizan con GABAARs y GlyRs (Gonzalez-
Forero y Alvarez, 2005).

Excitacion: Glutamato

El 4cido glutdmico o Glu es el principal NT excitador de accidn rapida en el SNC de los mamiferos
(Collingridge y Lester, 1989; Monaghan, et. al.,, 1989; Nakanishi, 1992). La potente accién
excitatoria del Glu en neuronas del SNC, fue reportada por primera vez en 1960 en neuronas
sensoriales y MNs de la médula espinal de gato. Existen tres principales receptores postsinapticos
de tipo ionotrépico que median la respuesta rapida al Glu mediante la apertura o cierre de un
canal para iones, estos receptores se encuentran conformados por cinco subunidades. Dichos
receptores se han clasificado con base en sus propiedades farmacolégicas y funcionales, los tres
tipos de receptores son: 1) alfa-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol- acido propiénico o AMPA,
compuesto por subunidades GIuR de la 1-4; 2) Receptores Kainato, compuesto por las

subunidades GIuR 5-7, KA1 y KA2; y 3) Receptores N-metil-D-aspartato o NMDA, compuesto por
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las subunidades NMDAR1, NMDAR2A-D y NMDAR3A (Bettler y Mulle, 1995; Dingledine, et. al.,
1999; Michaelis, 1998; Schoepfer, et. al., 1994; Seeburg, 1993ay b).

La accidn del Glu se ha visto relacionada con diversos aspectos de la funcién normal del
cerebro, tales como: la cognicién, memoria y aprendizaje, asi como en sinaptogénesis,
organizacién de los circuitos neuronales, plasticidad sinaptica, migracién celular y diferenciacién
celular. Sin embargo, la sobreestimulacion de los receptores postsinapticos ionotrdpicos para Glu
puede inducir un proceso degenerativo, ya que genera una hiperexcitacion de las neuronas a
causa una despolarizacion, la cual permite un influjo masivo de calcio en las neuronas, induciendo
la activacién descontrolada de procesos deletéreos que eventualmente causan la destruccién de
la membrana y finalmente la muerte celular (Arundine y Tymianski, 2003). Este fendmeno parece
ocurrir después de una amplia gama de dafios neurolégicos, como: el accidente cerebro vascular
(anoxia-isquemia), trauma, epilepsia y ademas parecen estar relacionados con varios transtornos
neurodegenerativos, tales como: la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y la
esclerosis lateral amiotrdfica (ELA; Lipton y Rosenberg, 1994; Meldrum, 2000)

Los tres tipos de receptores ionotropicos para Glu (AMPA, KA y NMDA) han sido
identificados en las MNs, y su abundancia relativa se ha tratado de determinar mediante
diferentes técnicas. Sin embargo, no se ha logrado en su totalidad. Actualmente los datos
disponibles indican que la abundancia de estos receptores en la médula espinal de rata es
(ordenada de mayor a menor): AMPA, NMDA y KA (Fukuyama, et. al., 1993; Tolle, et. al., 1993); y
en conejos AMPA, KA y NMDA (Bonnot, et. al.,, 1996). Actualmente se sabe que la entrada de
calcio en MNs de la médula espinal es principalmente mediada por el receptor para Glu de tipo
AMPA, el cual provoca una sinapsis excitatoria rapida (Corona, et al., 2007).

Se conoce que la presencia de la subunidad GIuR2 en los receptores AMPA determina su
permeabilidad a calcio. El papel de la subunidad GluR2 para determinar la permeabilidad a calcio,
no sélo depende de su presencia o ausencia (sin GIuR2, los receptores son permeables a calcio;
Hume, et. al., 1991; Hollman, et. al., 1991), sino también de modificaciones post-transcripcionales
del RNAm de esta subunidad, esto es debido a la edicién de un sitio Q/R presente en el segundo
dominio transmembranal. Cuando la glutamina (Q) no es editada, los receptores resultan ser
permeables a calcio, sin embargo, al cambiarse la glutamina por arginina (R), los receptores
resultan ser impermeables a calcio (Corona, et. al., 2007; Burnashev, et. al., 1992).

Las sefiales motoras se comunican a las MNs espinales desde la corteza motora a través

del tracto corticoespinal. Aunque todos los mamiferos poseen esta estructura, existen variaciones
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considerables en la posicion del tracto en la médula espinal (Watson y Harvey, 2009). En los
roedores esta estructura se ubica en la columna dorsal (Brown, 1971; Elger et al., 1977), y en los
primates se encuentra en la columna lateral (Petras, 1969). En primates, la mayor proporcién de
las fibras del tracto corticoespinal provienen directamente de la corteza motora (Nudo vy
Masterton, 1900a, b), mientras que en mamiferos mas primitivos las fibras provienen de la
corteza sensorimotora (Lender, 1963) ya que en éstos, la corteza motora como tal no es una
region bien definida (Watson y Hervey, 2009). Las fibras que originan el tracto corticoespinal en
los mamiferos adultos se derivan de neuronas piramidales de la capa 5 de las areas corticales
motora, premotora y somatosensorial (Watson y Hervey, 2009).

La inervacion glutamatérgica del tracto corticoespinal a las MNs espinales se ha
demostrado a través de diversos medios. Por ejemplo, en el inicio de la locomocién se ha probado
in vitro la participaciéon de aminoacidos excitadores (Jordan et al., 2008), y se ha demostrado que
la administracién intratecal de antagonistas glutamatérgicos bloquea la locomocién inducida por
la estimulacion eléctrica de la regién locomotora mescencefdlica del cerebro medio del gato
(Douglas et al., 1993). De la misma manera, la administracion de NMDA induce el inicio de la
locomocidn en gatos (Chau et al., 2002). En la rata también se ha demostrado que la estimulacién
eléctrica del funiculo dorsal, que contiene axones corticoespinales descendientes, desencadena
potenciales postsindpticos excitadores, que son bloqueados con CNQX, un antagonista de
receptores glutamatérgicos del tipo no-NMDA (Hori et al., 2002). Ademas de las inervaciones
glutamatérgicas del tracto corticoespinal y de las fibras sensitivas, cuya accidn no necesariamente
involucra el paso por el cerebro, existe un grupo de interneuronas en la materia gris de la médula
espinal capaces de liberar glutamato. Estas interneuronas glutamatérgicas se encuentran en
estrecha relacién con las MNs y se han asociado con la formacidn y control de la actividad de los
circuitos premotores (Hagglund, et. al., 2010).

La accion del Glu en la médula espinal puede estudiarse en diferentes niveles de
organizacion, puesto que puede ser vista desde el control de la actividad de las MNs (en circuitos
locales formados por interneuronas excitatorias; Hagglund, et. al., 2010), asi como en su
importancia y papel en la induccidon y mantenimiento de patrones de actividad, tales como: la
masticacion, respiracién y patrones de locomocidn. Actualmente se tienen acercamientos sobre el
papel que pueden tener las sinapsis excitatorias dependientes de Glu, tratando de discernir entre
el papel de cada tipo de receptor para Glu (AMPA/KA y NMDA), dejando como aportacion que: los

NMDARs, son los responsables de generar una actividad fdsica en las MNs y que su
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sobreactivaciéon induce la aparicion de “bursts” (rafagas de potenciales de accion). Por otro lado,
los AMPARs se han visto involucrados en mantener una actividad ténica, sin que su
sobreactivacion llegue a generar la aparicion de bursts.

A manera de resumen, podemos decir que: las aferencias de las MNs son afectadas por la
liberacion presinaptica de varios transmisores (aminodcidos, aminas, péptidos) que actian sobre
receptores postsindpticos, varios de estos transmisores también pueden afectar vias de
sefializacion por accidn en sus receptores presindpticos. El efecto integral de estos transmisores
actuando sobre sus receptores, en conjunto con las propiedades intrinsecas de las MNs determina
la generacion de sefiales eferentes, propagacion de potenciales de accién a través de las fibras

nerviosas motoras periféricas y colaterales recurrentes (Figura 3).

AD

AV

AD: Asta dorsal. AV: Asta ventral. ICAaHVA: Corrientes activadas por voltaje y entrada de iones Ca®. Ih: Corriente de
entrada activada por hiperpolarizacion (iones K+ y Na+). IKleak: Corriente de fuga de K+. INap: Corriente de Na+
persistente. linw: Corriente hacia el interior dependiente de sodio. Para otras abreviaturas revisar el texto.

—
Figura 3. Principales circuitos neuronales de la médula espinal. A) Esquema de las redes neuronales locales en
la médula espinal. B) Esquema representativo de las principales aferencias de las MNs. Los NTs se indican en
cada terminal presinaptica, asi como sus receptores presinapticos (rectangulos rosas) y postsinapticos
(rectangulos amarillos). Estos sistemas de transmisores pueden actuar de manera conjunta y converger en sus
efectos finales, por ejemplo induciendo las siguientes corrientes: ICaHVA, |h y lklead/CAT. Aunque en este
esquema algunos NTs estén separados, pueden colocalizarse en las mismas terminales, como el caso de GABA
y Gly. P? indica que algunos receptores pueden ser fosforilados o bien alguna de sus proteinas asociadas.

La integracion de estas eferencias es compleja, la accién de receptores ionotrdpicos

induce (o reduce) flujos de corriente localizados, que se propagan de acuerdo a las propiedades
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de la membrana y la morfologia celular. Acciones en receptores metabotrdpicos (no descritos por
fines practicos) inician cascadas de segundos mensajeros que tienen efectos multiples, incluyendo
alteraciones de los canales o de la funcionalidad de los receptores. Muchas de estas acciones son
convergentes, puesto que en ocasiones actuan utilizando los mismos mecanismos de
transduccion de seiales, o afectando el mismo blanco, tal como un tipo especifico de canal. De
igual manera estas sinapsis pueden ser moduladas por la accidn de NTs como la serotonina (5-HT)
y la norepinefrina (NE), y también por la accién de neuromoduladores tales como la hormona
liberadora de tirotropina (TRH, por sus siglas en inglés), adenosina, neurocininas (como la
sustancia P), la vasopresina (VP, también llamada hormona antidiurética) e inclusive por la accidn
de pequeiias interneuronas colinérgicas, que tienen accidn sobre los receptores muscarinicos tipo

2 (m2) de las MNs espinales (Zagoraiou, et. al., 2009), figura 3.

Patologias relacionadas con la médula espinal.

La médula espinal al igual que cualquier otro drgano del cuerpo es susceptible a padecer diversas
enfermedades. En el caso de la médula espinal, las patologias mds comunes son: la poliomielitis,
el sindrome de cola de caballo, la siringomielia, y la esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

La poliomielitis es una enfermedad causada por un poliovirus. En humanos, la infeccién es
iniciada por ingestion oral del virus, seguido por su multiplicacién en la mucosa alimentaria, desde
la cual se dispersa a través del torrente sanguineo. Existen diversos tipos de poliomielitis: la
poliomielitis paralitica bulbar, la polioencefalitis, y la poliomielitis paralitica. La poliomielitis
paralitica que es la mas conocida, inicia desde la invasion al SNC por los poliovirus circulantes en
la sangre, probablemente por via de la barrera hematoencefilica. Después de su entrada al SNC,
el virus se replica en neuronas, especificamente en las MNs, provocando la muerte de las MNs y
causando la poliomielitis paralitica (Ohka, 2009). Esta destruccidn de las MNs provoca debilidad
muscular y paralisis aguda flacida. La forma de combatir esta enfermedad es mediante el uso de
vacunas.

El sindrome de cola de caballo es un trastorno neurolégico raro, es la combinacion de
signos y sintomas derivados de la lesion de los nervios de la cauda equina. Algunas
manifestaciones tipicas pueden ser asociadas con dolor de la espalda baja, dolor unilateral o
usualmente bilateral de la ciatica, debilidad bilateral de las extremidades inferiores, anestesia o
hipoestesia perianal, impotencia sexual, asi como disfuncién del esfinter rectal y vesical. Sin

embargo, sus mecanismos histopatolégicos no son comprendidos en su totalidad, puesto que
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puede ser consecuencia de cualquier lesién en las raices de los nervios de la cauda equina, por
ejemplo: una compresién mecanica directa, la inflamacién y la congestion venosa o isquemia
(Scott, 1965; Kostuik, et. al., 1986). Existen varias opciones terapéuticas para los pacientes con
este desorden. Dos tratamientos conservadores han sido reportados: uno de ellos es el empleo de
antiinflamatorios y el segundo a través de vasodilatadores (Orendacova et. al., 2001).
Actualmente existe una operacion, mediante la cual existe la posibilidad de disminuir la presidn
sobre los nervios de la cauda equina, sin embargo, si la cirugia no se realiza de forma temprana (a
la fecha, ningln estudio ha demostrado de manera convincente cual es el mejor tiempo de
descompresion de los nervios afectados en el sindrome de la cola de caballo) se puede perder la
funcién por debajo de la cintura (Ma, et. al., 2009).

La siringomielia es un trastorno en el cual se forma un quiste dentro de la médula espinal.
Este quiste se conoce como siringe o syrinx, que con el tiempo se expande y se alarga
destruyendo el centro de la médula espinal. Puesto que la médula espinal conecta el cerebro con
los nervios de las extremidades, este dafio causa dolores, debilidad y rigidez en la espalda,
hombros, brazos o piernas. Otros sintomas pueden incluir dolores de cabeza y pérdida de la
capacidad de sentir calor o frio extremos, especialmente en las manos. Cada paciente tiene una
combinacion distinta de sintomas. El tratamiento mds usual para este padecimiento es la cirugia,
en casos en donde el syrinx es un tumor puede tratarse con radioterapia (Feske y Cochrane,
2007).

En el presente proyecto, la ELA es uno de los puntos de mayor importancia debido a que
los modelos experimentales in vivo utilizados en esta investigacidn, estan disefiados para facilitar
el estudio y comprension de esta devastadora enfermedad neurodegenerativa, por lo cual el
siguiente apartado se enfoca especificamente a su descripcion.

ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA

La ELA o también conocida como enfermedad de Lou Gehrig, fue descrita por primera vez en 1869
por Jean Martin Charcot. Es una enfermedad neurodegenerativa devastadora, caracterizada por la
pérdida progresiva de las neuronas motoras superiores e inferiores, lo cual produce un déficit
motor progresivo. Existen dos tipos de ELA, la familiar y la esporddica, aunque los sintomas de
ambos tipos son practicamente idénticos, la Unica diferencia es el patrén genético asociado con la
ELA de tipo familiar.

La proporcidn de casos de ELA del tipo familiar ocupa apenas el 10%, y los casos de ELA

del tipo esporadica ocupan el 90%. Dentro de los casos de la ELA familiar, sélo el 15-20% se asocia
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con una mutacién en la superoxido dismutasa | (Rosen, et. al., 1993). Para los casos de ELA
esporadica, hasta la fecha se desconocen las causas y mecanismos que la provocan. La
caracteristica histopatoldgica de la ELA es la muerte selectiva de las MNs localizadas en las astas
ventrales de la médula espinal, del tallo cerebral y de la corteza cerebral motora. Los sintomas
iniciales en ambos tipos de ELA, dependen del tipo de MN que es afectado primero, teniendo dos
posibles origenes: 1) el origen de tipo bulbar (25% de los casos), caracterizado por la presencia de
disfagia y disartria progresiva, espasticidad e hiperreflexia; y 2) el origen espinal (75% de los
casos), caracterizado por la presencia de calambres, debilidad y atrofia muscular, espasticidad y
pardlisis (Mulder, et. al., 1986). Debido a que la pérdida neuronal en la ELA es selectiva, afectando
Unicamente a las MNs, generalmente no causa deterioros cognitivos mayores, como es el caso de
otras enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer y la de Huntington.
Sin embargo, algunos pacientes con ELA llegan a presentar cambios de su personalidad,
irritabilidad y obsesion (Phukan, et. al., 2007). Generalmente los pacientes mueren a causa de una
falla respiratoria después de 3 a 5 afios del diagndstico (sin embargo existen casos excepcionales
como el del cosmdlogo vy fisico Stephen Hawking, quien desde los 21 afios fue diagnosticado con
ELA y actualmente tiene 68 afios). La prevalencia mundial de la ELA es de 2-8 en 100 000
individuos y su aparicion suele asociarse con la edad, teniendo como punto de inicio la edad
adulta media (55 afios), aunque puede comenzar en etapas mas tempranas (Chancellor y Warlow,
1992; Corona, et. al., 2007). Existe un grupo diferente de MNs somaticas que no es afectado por la
ELA. Estas células se ubican en el nucleo de Onuf, en la parte ventrolateral del asta ventral de la
region caudal lumbar y rostral sacral e inervan a los musculos perineales, a los esfinteres anal,
uretral y al cremaster (Celio, 1990; Ince, et al., 1993; Siklds, et al., 1998).

El mecanismo propuesto por el cual las MNs mueren en la ELA propone un fendmeno de
excitotoxicidad mediado por Glu. Esta hipdtesis se basa principalmente en la reduccion del
contenido de la proteina transportadora de Glu (GLT1) detectada postmortem en la corteza
motora y en la médula espinal de pacientes con ELA (Rothstein, et. al., 1992; 1995). Ademas de
esta hipdtesis, se han postulado otros mecanismos que podrian estar involucrados, tales como: el
mal plegamiento y agregacion de proteinas, disfuncion mitocondrial, fallas en el transporte
axonal, estrés oxidativo, inflamacion y apoptosis (Boillée, et. al. 2006; Rowland y Shneider, 2001;
Brujin, et. al., 2004; Julien, 2001; Shaw, 2005). Como anteriormente se menciond, la actividad del
Glu y la entrada de Ca®* en las MNs estan mediadas por AMPARs permeables a calcio. La

sobreactivacion de este receptor resulta en una hiperexcitabilidad neuronal producida por
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despolarizacién de la membrana celular, esto a su vez permite un influjo masivo de Ca®,
induciendo la activaciéon descontrolada de procesos deletéreos que eventualmente producen
dafio y destruccion de la membrana y finalmente la muerte de las células (Corona, et. al., 2007).
Las MNs son muy vulnerables al incremento de calcio, debido a su baja cantidad de proteinas
amortiguadoras de calcio en su citoplasma, lo cual provoca una baja capacidad de amortiguar los
cambios en la concentracion de este catidon (Alexianu, et. al., 1994; Celio, 1990; Ince, et. al., 1993;
Palecek, et. al., 1999).

El Unico tratamiento aprobado actualmente para la ELA es el Riluzol, el cual es un
compuesto que pertenece a la familia de los benzotiazoles, su efecto protector incluye varios
procesos pre y postsindpticos, como la inhibicidn de la liberacién de Glu (Martin, et. al., 1993),
bloqueo de los receptores de aminoacidos excitadores en los cuerpos celulares, inactivacion de
los canales de sodio dependientes de voltaje en terminales y cuerpos celulares y la estimulacién
de una via de transduccion de sefiales dependiente de la proteina G (Doble, 1996).

El uso de modelos experimentales (tanto in vivo, como in vitro) para el estudio de diversas
enfermedades, ha permitido realizar grandes avances en el entendimiento y manejo de diversas
patologias. Para la ELA se han desarrollado diversos modelos de estudio. A continuacion

mencionaremos brevemente algunos de estos modelos experimentales.

Modelos experimentales para el estudio de la ELA.
Las principales caracteristicas histopatoldgicas y los conocimientos que se tienen sobre la ELA han
sido empleados para el desarrollo de diversos modelos experimentales. En condiciones in vitro se
han desarrollado cultivos celulares de MNs (Atkin, et. al., 2006; Cozzolino, et. al., 2008; Rizzardini,
et. al., 2005), cultivos organotipicos (Corse, et. al., 1999; Rothstein, et. al., 2005; Tolosa, et. al.,
2008) y diversas preparaciones de médula espinal aislada (Jiang y Heckman, 2006; Jiang, et al.,
2009). Por otra parte in vivo: se han generado lineas transgénicas que desarrollan esta
enfermedad (ratones y ratas que abarcan Unicamente al tipo familiar) y modelos farmacolégicos
con los que los animales sanos desarrollan la principal caracteristica histopalédgica de la ELA, la
pérdida de MNs (Tovar-y-Romo, et al., 2007).

En los modelos in vitro, mantener poblaciones constantes de neuronas en cultivos
representa un gran reto, puesto que su condicidn de células diferenciadas con su nula capacidad
de proliferacién hace dificil esta tarea. Sin embargo, a través de hibridos celulares (células de

neuroblastoma y MNs espinales, con los que se generan las células NSC-34), se ha logrado
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solucionar este problema. La linea celular NSC-34, que expresa la SOD1 mutada de humano, se
considera un modelo de ELA. Aspectos importantes de estas células son que preservan la sintesis,
almacenaje y liberacion de acetilcolina, generacién de potenciales de accién, expresidon de
neurofilamentos y glicoproteinas sinapsis-especificas asociadas a la placa neuromuscular. Este
modelo ha facilitado el estudio in vitro del mecanismo de toxicidad induscido por la SOD1
mutante (Atkin, et. al., 2006; Cozzolino, et. al., 2008; Rizzardini, et. al., 2005) y su relacion con la
ELA. Una desventaja de este modelo es que al ser cultivos celulares se pierden las diversas
interacciones de las MNs con otros tipos celulares, las cuales son de suma importancia en la
modulacién de la actividad de las MNs. Un modelo in vitro que permite mantener tanto a las MNs
asi como a otros tipos celulares sin afectar sus interacciones, son los cultivos organotipicos. En
este modelo, la degeneracién de las MNs se ha inducido mediante la exposicidon crénica de los
cultivos al treo-B-hidroxiaspartato (THA, bloqueador del transportador de Glu; Rothstein, et. al.,
2005). Por otro lado, el uso de factores neurotréficos previene la muerte de las MNs (Corse, et.
al., 1999; Tolosa, et. al., 2008). EL problema con este modelo es que, como en muchas ocasiones,
los resultados obtenidos en modelos in vitro, no siempre son reproducibles en sistemas in vivo.
Otro modelo en el cual los tipos celulares de la médula espinal se conservan en su totalidad sin
alteraciones y de igual manera las redes neuronales espinales locales, asi como las vias de entrada
y salida de la médula espinal, es la preparaciéon de médula espinal aislada (Jiang y Heckman, 2006;
Jiang, et al., 2009) la cual mantiene sus propiedades funcionales por periodos de hasta 8 horas.
Este modelo ha facilitado el estudio de los cambios fisiolégicos de las MNs y sus redes neuronales,
durante el progreso de la ELA en el raton transgénico G93A, el cual desarrolla de manera
progresiva esta enfermedad (Jiang et al., 2009).

Con la intencién de desarrollar herramientas que ayuden al estudio in vivo de la ELA, se
han desarrollado lineas transgénicas de ratdn, las cuales expresan la SOD1 mutada y en
consecuencia desarrollan la ELA. Existen cuatro cepas diferentes: la G93A (sustitucion de una
glicina por alanina en la posicion 93), la A4V (sustitucion de alanina por valina en la posicion 4;
Gurney, et. al, 1994), la G37R (sustitucién de glutamato por arginina en la posicién 37; Wong, et.
al., 1995) y la G85R (sustitucién de glutamato por arginina en la posicién 85; Brujin, et. al., 1997).
El fenotipo expresado por estos ratones, en cuanto a la edad de inicio y la severidad de la
enfermedad, es directamente proporcional al aumento de la proteina mutante expresada en el
tejido (Gurney, et. al., 2000). En este modelo de ELA familiar, todas las hipdtesis sobre el origen

de la ELA, han sido puestas a prueba incluyendo el estrés oxidativo (Harraz et. al., 2008; Cookson y
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Shaw, 1999; Marden, et. al., 2007), la excitotoxicidad (Tovar-y-Romo y Tapia, 2006; Corona, et. al.,
2007), la apoptosis (Wood, et. al., 2003; Dupuis, et. al., 2004; Hervias, et. al., 2006), la agregacion
proteica (Wood, et. al., 2003), la disfuncién axonal (Sasaki, et. al., 2005), la falla mitocondrial
(Cassina, et. al., 2008; Dupuis, et. al., 2004 Hervias, et. al., 2006), el estrés del reticulo
endoplasmico (Kikuchi, et. al., 2006; Nishitoh, et. al., 2008; Kieran, et. al., 2007), y practicamente
cualquier otro mecanismo que se sospeche pueda estar participando. Este modelo también ha
sido muy utilizado para la prueba de farmacos y terapias en etapas experimentales.
Desafortunadamente, como ya se menciond, el tipo de ELA familiar, Unicamente abarca el 10% de
los casos de la ELA.

Actualmente se han desarrollado modelos en los que la muerte de las MNs no ocurre en
consecuencia a un factor genético. En estos modelos la pérdida de las MNs se induce mediante
tratamientos farmacolégicos en organismos completamente sanos. En nuestro laboratorio
contamos con dos modelos in vivo capaces de inducir la muerte de las MNs espinales. Ambos
modelos experimentales utilizan como principio basico la sobreactivacién del receptor AMPA. El
primero utiliza como medio de administracion del AMPA (6 mM) la microdidlisis (Corona y Tapia,
2004, 2008). En este modelo, la pérdida de las MNs lumbares comienza de 3-6 horas después de
la perfusidn de AMPA y alcanza su maximo punto a las 12-24 horas. La manera de administracién
del AMPA y el tiempo en el cual induce la muerte de las MNs en el sitio de la perfusion, definen a
este modelo como un modelo agudo de degeneracion espinal. Sin embargo, su mayor limitacidn
es precisamente la ventana de tiempo en la que se desarrolla la paralisis, en cuestidn de horas, ya
gue la muerte de las MNs en la ELA, es un proceso crénico que toma grandes periodos de tiempo.
Por tal motivo, se desarrollé también en nuestro laboratorio un modelo experimental en el cual la
infusion del AMPA (7.5 mM) ocurre de manera lenta y continua durante varios dias mediante el
uso de minibombas osmaticas (Tovar-y-Romo, et. al., 2007). En este modelo, la muerte de las
MNs y sus consecuencias ocurre de manera progresiva en un intervalo de tiempo mayor (cinco
dias). Brevemente, la pérdida de las MNs comienza en el segundo dia después del implante de la
bomba y las deficiencias motoras son claras a partir del tercer dia. Ambos eventos alcanzan su
maximo progreso en el quinto dia después del implante. Otra diferencia entre este modelo y el de
la microdidlisis es que en el modelo crénico, la paralisis inicia en el lado ipsilateral al sitio del
implante y se extiende de manera progresiva hacia el lado contralateral, dejando completamente
paralizadas ambas extremidades traseras (la microdidlisis Unicamente paraliza la extremidad

ipsilateral). Una gran ventaja de ambos modelos es que la muerte de las MNs ocurre sin necesidad
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de un componente genético, definiendo asi a estos modelos como modelos experimentales del
tipo de ELA esporddica, la cual abarca al 90% de los casos de ELA. La principal limitacion de
nuestros modelos, es que se basan en la sobreactivacion de los AMPARs, siendo que hasta la

fecha, no se han obtenido evidencias convincentes de que esto ocurra en la enfermedad humana.

MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS Y NECROSIS

La muerte celular es un proceso fundamental en la homeostasis de los organismos, por lo que su
estudio es de gran importancia. Los procesos de muerte han sido clasificados de acuerdo a su
apariencia morfoldgica (que puede ser apoptosis, necrosis o autofagia), criterios enzimaticos (con
o sin involucramiento de endonucleasas o de distintas clases de proteasas, como las caspasas,
calpainas, catepsinas y transglutaminasas), aspectos funcionales (programada o accidental,
fisiolégica o patolégica) o caracteristicas inmunopatoldgicas (Melino, 2001; Kroemer, et al., 2009).
La apoptosis y necrosis son temas de gran interés en esta tesis, por ello a continuacidn se
describen brevemente ambos procesos.

El término apoptosis fue acufiado por Kerr en 1972 para describir un aspecto morfolégico
especifico de la muerte celular. La apoptosis es caracterizada por el redondeo de la célula, la
retraccion de pseuddpodos, reducciéon del volumen celular, condensacién de la cromatina
(picnosis), fragmentacién nuclear (cariorrexis), usualmente sin modificaciones ultraestructurales
de organelos citoplasmicos, globulacién de la membrana celular (mantiendo su integridad hasta
las etapas finales del proceso) que conduce a la formacién de vesiculas (cuerpos apoptéticos) y la
intervencién de fagocitos residentes que fagocitan los cuerpos apoptdticos (in vivo). Es
importante aclarar que no es correcto asumir que muerte celular programada (MCP) y apoptosis
son sindnimos, porque la muerte celular que ocurre durante el desarrollo, puede manifestar
caracteristicas no apoptdticas (Baehrecke, 2002; Barkla y Gibson, 1999; Roach y Clarke, 2000).

La muerte celular apoptoética puede ser inducida por vias de sefalizacion extrinsecas
mediante receptores de muerte (como los receptores FAS), o intrinsecas a través de la
mitocondria en respuesta a dafio al ADN. La apoptosis ocurre en una secuencia bien organizada
de cambios morfoldgicos (Kerr, et al., 1972). La célula primero sufre la condensacion nuclear y del
citoplasma con formacién de pequenas protuberancias en la membrana celular, que después se
desprenden formando cuerpos apoptdticos, que son reconocidos y fagocitados rapidamente por

células vecinas o macréfagos. Actualmente se conocen cuatro vias que conducen a la apoptosis
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(Orrenius, et al., 2003): la via Extrinseca, la Intrinseca, la dependiente de la caspasa 2, y la
independiente de caspasas (Figura 4).

En la via Extrinseca el reconocimiento de los ligandos forma el complejo de sefializacidn
de muerte inducible (DISC, por sus siglas en inglés), resultando en la activacion de las procaspasas
8 0 10 (Boldin, et al., 1996; Muzio, et. al., 1996), a partir de este momento, se pueden seguir dos
caminos. En el tipo |, la caspasa-8 activa la procaspasa-3, que rompe las proteinas blanco,
conduciendo a la apoptosis. En el tipo Il, la caspasa-8 activa a Bid, el cual induce la translocacion,
oligomerizacion e insercion de Bax o Bak en la membrana externa mitocondrial. Este
acontecimiento es seguido por la liberacion de moléculas como el citocromo c, que en el
citoplasma se asocia a APAF2 y a la procaspasa-9 para formar el apoptosoma. Después ocurre la
activacion de la caspasa-9, conduciendo a la activacién de la procaspasa-3 (Li, et al., 1997). En la
via Intrinseca, las sefiales de muerte interactian directa o indirectamente con la mitocondria,
resultando en la formacion del apoptosoma. Esta via es controlada por la familia de proteinas Bcl-
2 (regulan la liberacion del citocromo c; Du, et al., 2000), proteinas inhibidoras de apoptosis (IAP;
por sus siglas en inglés; Srinivasula, et al., 2001), por el segundo activador mitocondrial de
caspasas (Smac; Du, et la., 2000) y las proteinas Omi (regulacidon negativa de IAPs; Hegde, et al.,
2002). La funcidn del apoptosoma es regulada por la oncoproteina pro-timosina-o. (Pro-T) y el
supresor de tumores putativo asociado a la proteina HLA-DR (PHAP, por sus siglas en inglés; Jiang,
et al., 2003). La via intrinseca, también puede operar a través de un mecanismo independiente de
las caspasas, el cual involucra la liberacién desde la mitocondria y la translocacion en el ndcleo de
al menos dos proteinas: el factor inductor de apoptosis (AIF; Susin, et al.,, 1996) y las
endonucleasas G (EndoG; Li, et al., 2001). La activacion de la procaspasa-2 por dafio al DNA
conduce a la liberacion del citocromo c¢ y a la formacion del apoptosoma, esta via es la
dependiente de caspasa 2 (Robertson, et al., 2002; Lassus, et la., 2002). Recientemente se ha
descrito una via independiente de caspasas, mediada por la Granzima (GrA: proteasa de serina;
Beresford, et al., 2001; Fan, et al., 2003). Después de haber ingresado al citoplasma de las células
blanco de manera dependiente de calcio, a través de poros mediados por perforina, la GrA induce
una via caracterizada por la formacién de ADN de cadena sencilla y la apariencia morfoldgica de la
apoptosis. Las endonucleasas involucradas en la ruptura del ADN, son conocidas como GAAD (por
sus siglas en inglés: GrA-activated DNase, también conocidas como NM23-H1), su actividad es
inhibida por el complejo SET, que se encuentra localizado en el reticulo endoplasmico. Este

complejo estd integrado por el inhibidor de la fosfatasa 2A (pp32) y las proteinas ensambladoras
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del nucleosoma de SET, HMG2 y Apel. En esta via, GrA activa a SET, HMG2 y Apel, pero no a pp32,
para liberar a GAAD. GAAD activada transloca al nucleo y provoca la ruptura de la cadena de ADN
(Beresford, et al., 2001; Fan, et al., 2003; Orrenius, 2003; figura 4).

La muerte celular necrética o necrosis es caracterizada morfolégicamente por un
incremento en el volumen celular (oncosis), hinchamiento de organelos, ruptura de la membrana
plasmatica y la subsecuente pérdida del contenido intracelular. Durante mucho tiempo se ha
considerado a la necrosis como un tipo de muerte celular accidental y descontrolada, pero
recientemente se ha demostrado que la necrosis puede ser un proceso finamente controlado por
vias de transduccidn de sefiales y mecanismos catabdlicos (Golstein y Kroemer, 2007; Festjens, et
al., 2006). Por ejemplo, se ha visto que los receptores con dominio de muerte (TNFrl, Fas/CD95 y
TRAIL-R, entre otros) y los receptores semejantes a-Toll (Toll-like, TLr3 y TLr4) inducen necrosis,
usualmente en presencia de inhibidores de caspasas (Holler, et al., 2000; Kalai, et al., 2002).
Algunos autores han propuesto el término “necroptosis” para indicar la necrosis regulada vy

diferenciarla de la necrosis accidental (Kroemer, et al., 2009).

Figura 4: Vias de sefializacion que conducen a la apoptosis en células de mamifero. Modificada de
Orrenius, 2003. Las abreviaturas aparecen en el texto.
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Varios mediadores, organelos y procesos celulares han sido implicados en la muerte
necrotica, pero hasta ahora, se desconoce cdmo se interrelacionan entre si. Los elementos
causantes de la necrosis permanecen desconocidos. Algunos de estos fendmeno incluyen
alteraciones mitocondriales (por ejemplo: el desacoplamiento de la cadena de electrones, la
produccién de especies reactivas de oxigeno-ROS, estrés nitrooxidativo por dacido nitrico vy
permeabilizacién de la membrana mitocondrial (Nicotera, et al.,, 1999), cambios lisosomales,
alteraciones nucleares, degradacién de lipidos, aumento en la concentracidn citosdlica de calcio
qgue dan lugar una sobrecarga mitocondrial y a la activaciéon de proteasa (no del tipo caspasas),
por ejemplo calpainas y catepsinas (Golstein y Kroemer, 2007; Nicotera y Melino, 2004; Kroemer,
et al., 2009). Sin embargo, hasta el momento no hay un consenso sobre los cambios bioquimicos
que pueden utilizarse para la identificacion inequivoca de la necrosis. A falta de un criterio
bioquimico, la muerte necrdtica es ampliamente identificada en términos negativos por la
ausencia de marcadores apoptdticos (expresion de caspasas) 6 marcadores de autofagia
(autofagosomas). En particular cuando las células sufren una permeabilizacion temprana de su
membrana plasmatica se puede definir como un proceso necrético (en la apoptosis esta
permeabilizacion ocurre en etapas tardias).

IV.- Antecedentes.

La muerte neuronal en las enfermedades neurodegenerativas se ha relacionado con tres factores
que posiblemente interactian entre si: 1) la sobreactivacion de receptores a aminoacidos
excitadores (principalmente glutamato), 2) un incremento en la concentracion intracelular de calcio y
3) la generacién de especies reactivas de oxigeno o radicales libres. Estos tres factores se conjugan
de tal manera que la alteracién en alguno de ellos puede generar cambios en otro iniciando una
reaccién en cadena, dando como resultado dafio y muerte neuronal por destruccidon tanto de
membranas plasmaticas como de organelos intracelulares (Coyle y Puttfarcken, 1993; Tapia, 1998;
Tapia, et al., 1999).

Para fines practicos, los antecedentes de esta tesis se han dividido en cuatro secciones: la
primera aborda y explica el concepto de excitotoxicidad; la segunda esta dedicada a los antecedentes
de los dos modelos de degeneracion espinal utilizados en el desarrollo experimental de esta tesis; en
la tercera se mencionan algunas de las caracteristicas ya conocidas sobre el proceso de muerte de las
MNs en la ELA; y la cuarta parte se enfoca en describir brevemente los pocos trabajos dirigidos a

determinar el papel e importancia de los circuitos inhibitorios en la médula espinal durante la ELA.
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Parte I: Excitotoxicidad

Krebs y sus colaboradores demostraron en 1949 que el Glu estaba mas concentrado en la materia
gris cerebral que en la materia blanca (Krebs, et al., 1949). Afios mas tarde Hayashi realizd los
primeros trabajos sobre las propiedades excitadoras del Glu (Hayashi, 1952, 1958). Casi al mismo
tiempo, Lucas y Newhouse demostraron que el Glu podia ser neurotéxico, ya que su administracion
sistémica en ratones jovenes causaba degeneracién retinal (Lucas y Newhouse, 1957).
Posteriormente, Curtis y su grupo de trabajo demostraron que la aplicacién iontoforética del Glu y
del aspartato en la medula espinal de gato, producia la despolarizacidon de las MNs (Curtis, et al.,
1959). Olney y Ho demostraron que la administracion oral de Glu a roedores inmaduros y primates
provocaba degeneracién neuronal en areas cerebrales carentes de barrera hematoencafalica (Olney
y Ho, 1970). En conjunto, estos trabajos llevaron a formalizar el concepto de excitotoxicidad, es decir,
la asociacidon de la sobreactivacion de los receptores de Glu con el dafio neuronal.

Actualmente se considera que el efecto excitotdxico inducido por el Glu es uno de los
mecanismos celulares involucrados en las enfermedades neurodegenerativas como la ELA. La
sobreactivacion de los receptores de Glu genera un estado de hiperexcitabilidad, dafio y muerte
neuronal (Onley, et al., 1969; Onley, 1972; Lipton y Rosenberg, 1994, Tapia, 1998, Tapia, et al., 1999)
manifestada en forma aguda por el hinchamiento celular ocasionado por el ingreso de diversos iones
y agua al interior de la célula. Uno de los iones que entra en mayor concentracidn a la célula es el
calcio. La entrada masiva de este cation sobrepasa la capacidad de amortiguamiento intracelular de
la célula, provocando dafio y muerte neuronal debido a la activacion de enzimas como proteasas,
lipasas, endonucleasas y fosfolipasas, lo que lleva a la desintegracién de proteinas y fosfolipidos de
membrana, asi como a la generacién de radicales libres y alteraciones del metabolismo energético
mitocondrial (Coyle y Puttfarcken, 1993; Tapia, et al., 1999). Las alteraciones del metabolismo
mitocondrial provocan la disminucién en la produccion de ATP, por lo cual decrece la actividad de la
bomba de sodio-potasio (ATPasa Na-K), teniendo como resultado una disminucion de la exclusién de
Na+, alterandose el gradiente de concentracién de este catidn, despolarizandose la membrana
neuronal y facilitando la respuesta de los receptores de tipo NMDA, debido a que son dependientes
de voltaje (Choi, 1988; Olanow, 1993; Louvel, et al., 1997). Otra forma mediante la cual pueden
presentarse estados de hiperexcitabilidad neuronal, es cuando los circuitos inhibidores (encargados

del control de la actividad neuronal) sufren alteraciones.
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Parte IlI: Modelos farmacoldgicos de degeneracion espinal mediante la sobreactivacion del
receptor AMPA

Con el fin de conocer los mecanismos celulares involucrados en la muerte de las MNs espinales
desarrollamos dos modelos farmacoldgicos experimentales de degeneracién espinal (uno agudo y
otro crénico). Ambos modelos utilizan como principio basico la excitotoxicidad mediada por Glu a
través de receptores tipo AMPA permeables a calcio.

En ambos modelos de degeneracién espinal in vivo se induce la muerte de las MNs espinales
de manera farmacoldgica mediante la aplicacidn intramedular de AMPA, sirviendo de gran utilidad
para el estudio de la ELA. Algunas ventajas de estos modelos son las siguientes: 1) Se observan los
cambios celulares y conductuales conforme progresa la paralisis, lo cual facilita la correlacion entre
estos procesos; 2) la muerte de las MNs no esta relacionada con ningun factor genético, por lo que se
pueden utilizar como modelos para el estudio del tipo esporddico de la ELA; 3) la forma de aplicacién
del AMPA (por microdidlisis o minibombas osmdticas) facilita la aplicacion y coaplicacién de diversas
sustancias, por ejemplo: sustratos energéticos, inhibidores de receptores o de enzimas, entre otros
(Corona y Tapia, 2004; Tovar-y-Romo, et al., 2007).

El modelo agudo, basado en la aplicacion de AMPA mediante la microdialisis, ha permitido
realizar grandes avances en el entendimiento de la ELA. Usando este modelo se demostré que el
incremento de la concentracion extracelular del Glu enddgeno, provocado por la aplicacion de 4-
aminopiridina (bloqueador de canales de potasio) y PDC (bloqueador del transportador de Glu), asi
como por la estimulacién de receptores NMDA y kainato en la médula espinal, no provoca la muerte
de las MNs espinales. En contraposicion, la estimulacion de los receptores AMPA, induce de manera
dosis dependiente la muerte de las MNs en el sitio de la microdialisis y la paralisis de la
correspondiente extremidad (Corona y Tapia, 2004). También se demostré que al bloquear el influjo
de calcio usando NAS (1-naftil acetil espermina, bloqueador selectivo de los receptores AMPA
permeables a calcio) o por la accidon de un agente quelante de calcio, como el BAPTA-AM, se previene
la muerte de las MNs espinales (Corona y Tapia, 2007). Actualmente este modelo esta siendo usado
para determinar la importancia de los sustratos energéticos como neuroprotectores en la muerte de
las MNs inducida por la aplicacién de AMPA (Santa Cruz, 2009).

Por otra parte el modelo crénico, en el que se emplean minibombas osméticas para poder
administrar el AMPA de manera crénica, tiene la gran ventaja de reproducir las caracteristicas
histopatoldgicas y conductuales de la ELA de manera progresiva. En este modelo, se demostrd que la

administracién cronica de AMPA provoca de manera dosis dependiente la muerte de las MNs y su
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consecuente pardlisis. También se demostré que el mecanismo involucrado en la muerte de las MNs
involucra la fosforilacion de la proteina-cinasa activada por mitégeno p38 (p38 MAPK); y que el
efecto neuroprotector del VEGF (por sus siglas en inglés, Vascular Endothelial Growth Factor; que
previene la pérdida de las MNs) se da mediante dos mecanismos: uno mediado por la activacion de la
PI3K (enzima fosfatidil-inositol-3 cinasa) a través del receptor del VEGF (VEGFFR2: receptor tirosin-
cinasa 2 para VEGF), y el segundo mediante una disminucion en la fosforilacién de la p38MAPK
(Tovar-y-Romo, et al., 2007; Tovar-y-Romo y Tapia, 2010).

A pesar de estos avances, hasta la fecha no se ha identificado el mecanismo involucrado en la
muerte de las MNs espinales en nuestros modelos ni en la enfermedad humana. Algunos grupos han
tratado de definir el tipo de muerte de las MNs utilizando para este fin al ratén transgénico G93A

como modelo experimental de ELA. A continuacion describiremos brevemente estos trabajos.

Parte lll: El raton G93A en el estudio del proceso de muerte de las MNs en la ALS

El raton transgénico G93A se caracteriza por expresar el gen de la SOD1 (metaloenzima encargada de
catalizar la dismutacidn del anion superdxido a oxigeno molecular y agua; McCord y Fridovich, 1969)
mutada asociada con la ELA humana de tipo familiar. El inicio y progreso de los sintomas y signos
caracteristicos de la ELA se presentan de manera dependiente del nimero de copias expresadas del
alelo SOD1 mutado. Existen diferentes lineas del ratdn G93A, algunas de ellas desarrollan la
enfermedad de manera rdpida quedando completamente paralizados y finalmente muertos en un
periodo no mayor de 16 a 18 semanas. Otras lineas del G93A expresan una menor cantidad de copias
del alelo SOD1 mutado y presentan un progreso de la enfermedad mucho mas lento (Martin, et al.,
2009). Usando este modelo para el estudio y caracterizacion de la muerte de las MNs, se ha
demostrado que durante el progreso de la enfermedad existe la presencia de agentes apoptdticos
como las caspasas activas. Especificamente la casp3a, ha sido observada mediante la técnica de
Western Blot en muestras de tejido espinal de estos ratones. Asimismo, se ha corroborado su
presencia en las MNs mediante el uso de microscopia de flourescencia (Li, et al., 2000; Ohta, et al.,
2008; Pasinelli, 2000). En ambos casos la actividad de la casp3 inicia desde etapas tempranas (70
dias) permaneciendo durante el progreso de la enfermedad (Li, et al., 2000; Pasinelli, 2000). Por otro
lado, el bloqueo farmacolégico de la actividad de las caspasas (usando zVAD-fmk) y la
sobreexpresidon de agentes antiapoptdticos como el Bcl-X, retrasa el inicio de la enfermedad y

prolonga la sobrevivencia de los organismos (Li, et al., 2000; Ohta, et al., 2008).
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Otros grupos de trabajo han tratado de definir el proceso de muerte de las MNs mediante la
microscopia electrénica de transmisién (MET). Se ha demostrado que durante el progreso de la ELA,
las MNs sufren una vacuolizacidon progresiva del citoplasma que es acompafiada por un rearreglo
estructural de las membranas de algunos organelos celulares. En el caso de la mitocondria, las
crestas mitocondriales (ubicadas en la membrana interna mitocondrial) se fragmentan formando
pequeinas vacuolas en el interior de las mitocondrias, este evento se ha asociados con la falla
energética involucrada en enfermedades neurodegenerativas como la ELA y con la liberacién del
citocromo c, un indicador temprano de apoptosis (Martin, et al., 1998, 2009; Bendotti, et al., 2001).
Sin embargo, ninguno de estos trabajos ha reportado cambios morfolégicos o ultraestructurales
caracteristicos de una muerte por apoptosis. Por ello la degeneracién de las MNs en este ratén
transgénico se propone que es mediante un proceso de muerte celular semejante a una necrosis
prolongada involucrando un dafio mitocondrial temprano, vacuolizacion y disolucion celular (Martin
y Lui, 2004; Martin, et al., 1998, 2009; Bendotti, et al., 2001). Hasta ahora ningun trabajo ha
correlacionado los cambios ultraestructurales con la expresidon de caspasas durante la muerte de las
MNs. En esta tesis se utilizan de manera integral a la MET y la microscopia de fluorescencia para
identificar en un modelo de degeneracion espinal in vivo.

Otro aspecto que ha sido poco estudiado es el papel de los circuitos inhibitorios durante la
ELA. La mayoria de los trabajos sobre ELA se ha enfocado en el papel del circuito excitador de Glu,
dejando de lado la posible participacién de los circuitos inhibidores de GABA y glicina en la muerte de

las MNs.

Parte IV: Modificaciones de los circuitos inhibitorios y la importancia de estos cambios durante la
ELA.

Los cambios en los circuitos inhibitorios tienen un papel preponderante en la fisiopatogénesis de
diversos trastornos neuronales como la epilepsia, los sindromes de abstinencia y posiblemente en
enfermedades neurodegenerativas como ELA (Chang y Martin, 2009; Clark et al., 1994; Doble y
Martin, 1996; Smith et al., 1998). Estos trastornos tienen como caracteristica principal el incremento
de la excitabilidad que induce un estado de hiperexcitabilidad neuronal, que es consecuencia de
alguno de los siguientes eventos que pueden surgir solos o asociados: a) disminucién en la sintesis de
los neurotransmisores inhibidores (GABA y Gly), b) disminucién en la liberacién del GABA o Gly, c)
cambios en los sistemas de recaptura del GABA y Gly, d) modificaciones en la estructura

(disminuyendo su funcionalidad) ¢ disminucidn en el nimero de sus receptores postsindpticos y
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finalmente, f) disminucién en la afinidad de los receptores postsindpticos hacia su ligando (Clark et
al., 1994; Doble y Martin, 1996; Smith et al., 1998)

Existen pocos trabajos dirigidos al estudio del papel de los circuitos inhibitorios y el efecto de
sus modificaciones durante la ELA. Usando al ratén transgénico G93A como modelo de estudio de la
ELA, se ha encontrado que los circuitos inhibitorios en la ELA sufren una disminucién progresiva en la
cantidad de botones sinapticos glicinérgicos en el soma de las MNs (Chang y Martin, 2009). Ademas,
se ha demostrado que durante la ELA existe un recambio en la expresidn de las subunidades del
receptor GABAA en la MNs, lo que provoca una disminucidn en la sensibilidad del receptor hacia su
ligando (Carunchio et al., 2008; Lorenzo et al., 2006; Muller et al., 2008). Finalmente, Petri y cols.
demostraron que en la corteza prefrontal y temporal de pacientes con ELA, existe una disminucién
significativa en la expresién del RNAm de la subunidad ol del receptor GABAA, disminuyendo asi la
afinidad de los GABAARs hacia su ligando. Mientras que la enzima encargada de la sintesis del GABA,
la glutamato descarboxilasa es sobreexpresada significativamente en estas regiones (Petri, et al.,
2006).

Resumiendo los antecedentes mencionados en cuatro puntos podemos decir que: 1) Los
trabajos realizados en el ratdn G93A (modelo de ELA familiar) no terminan de explicar el tipo de
muerte neuronal involucrado en pérdida de las MNs en la ELA; 2) los circuitos inhibitorios pueden
desempenar un papel importante en la patogénesis y progreso de la ELA; 3) Los modelos disefiados
en nuestro laboratorio son adecuados para el estudio de la ELA de tipo esporadico. Por tanto, 4)
nuestros modelos de degeneracidn espinal pueden ayudar a identificar y caracterizar el proceso de
muerte involucrado en la degeneracion de las MNs durante la ELA. Asi como la importancia de los
circuitos inhibitorios en el control de actividad neuronal de la médula espinal, y su posible relacidn

con la muerte de las MNs.

Planteamiento del problema

Actualmente el proceso de muerte las MNs en la ELA continda sin conocerse. Algunos trabajos
postulan un proceso de caracter apoptdtico, en el cual se presenta la activacidon de la casp3
(microscopia confocal). Mientras que otros proponen un proceso no apoptoético con caracteristicas
necréticas (MET). Un aspecto que dificulta el progreso en el entendimiento del proceso de muerte de
las MNs en la ELA, es que siempre se ha estudiado por separado desde dos vertientes, una
morfoldgica (MET) y otra bioquimica (inmunocitoquimica), sin que se integren en una sola propuesta

ambos conjuntos de informacidon. Ademas, como se menciond anteriormente, estos trabajos se han
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realizado en modelos transgénicos de ELA, los cuales Unicamente representan al 2% de los casos de
ELA, es decir al tipo familiar de ELA relacionado con la mutacién en la SOD1.

En nuestro laboratorio se han disefiado dos modelos de muerte de las MNs espinales por
excitotoxicidad in vivo, teniendo como principal caracteristica, la independencia de factores
genéticos en el proceso de muerte de las MNs. Por ello, ambos modelos (agudo y crénico) son
representativos de la gran mayoria de casos de ELA, la de tipo espordadia. Sin embargo, aun cuando
en la actualidad en nuestro laboratorio se estan disefiando estrategias farmacoldgicas que prevengan
la muerte de las MNs, el tipo de muerte celular que ocurre en cada uno de estos modelos aln se
desconoce.

Estamos convencidos que conocer el proceso de muerte de las MNs en nuestros modelos de
degeneracion espinal brinda la posibilidad de generar estrategias dirigidas a la prevencion vy
atenuacion de la muerte de las MNs durante la ELA. Por ello, la presente tesis tiene como objetivo
principal caracterizar el proceso de muerte de las MNs en dos modelos de degeneracién espinal
(agudo y crénico), para acentuar las bases conceptuales que sirvan en el disefio de tratamientos para

la ELA.

De acuerdo con los antecedentes presentados planteamos las siguientes hipdtesis

V.- Hipétesis

Basados en la literatura revisada y en el tiempo de progresidon de la paralisis producida por la
perfusion de AMPA en nuestros modelos, proponemos dos hipdtesis de trabajo. La primer hipdtesis
estd enfocada en el proceso de muerte de las MNs, y la segunda en el papel de los circuitos
inhibitorios de la médula espinal.

En lo referente al proceso de muerte de las MNs proponemos que:

1) La aplicacidn intramedular aguda de AMPA en ratas sanas inducirad la muerte rapida de
las MINs mediante un proceso necrdtico, mientras que la aplicacion crénica de AMPA
causara la muerte de las MNs mediante un proceso gradual y constante a través de un
proceso de apoptosis.

Respecto al papel del GABA y la Gly en el control de la excitabilidad neuronal en la médula

neuronal:

2) El control de la excitabilidad neuronal en la médula espinal esta determinado por la
actividad inhibidora del GABA y Gly, por lo tanto el bloqueo de los circuitos inhibitorios

de GABA y de Gly en la médula espinal, serd suficiente para generar un estado de
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hiperexcitabilidad capaz de inducir la muerte de las MNs y consecuentemente una

paralisis.

VI.- Objetivos

Con el fin de comprobar nuestras hipdtesis planteamos dos objetivos generales que guiaron el
desarrollo de esta tesis:

OBJETIVOS GENERALES:

1) Caracterizar el proceso de muerte de las MNs espinales de la regién lumbar de rata, después
de la sobreactivacion del receptor AMPA de manera aguda (por microdialisis) y de manera
cronica (a través del uso de minibombas osméticas).

2) Determinar el efecto del bloqueo de la inhibicion GABAérgica y glicinérgica en la médula

espinal de rata.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Mediante el uso de la MET determinar los cambios ultraestructurales de las MNs lumbares
en dos modelos in vivo de degeneracidn espinal en rata (agudo y crénico).

b) Determinar la presencia de la casp3a (involucrada en procesos de murete celular
apoptotica) en las MNs lumbares, mediante el uso de técnicas de imnunocitoquimica.

c) Evaluar los cambios de la actividad motriz asociados con la pérdida de las MNs lumbares

con el uso de las pruebas de Rotarod, PGE y el registro de la zancada.
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VII.- Enfoque experimental y metodologia

En todos los experimentos utilizamos ratas macho con un peso aproximado de 285+15g de la cepa
Wistar. Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo al reglamento para la investigacion
en materia de salud (México) y con la aprobacion del comité local de cuidados animales. Los animales
fueron mantenidos en un ambiente de laboratorio con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, con
alimento y agua ad libitum.

Las ratas fueron entrenadas para realizar las pruebas conductuales del Rotarod, PGE vy el registro de
la zancada. Posteriormente fueron sometidas a una cirugia estereotdxica para realizar la microdialisis
o el implante de las minibombas osméticas. Después de la cirugia se evalud la conducta motora de
las ratas diariamente, hasta el dia de su perfusion. Finalmente, los animales fueron perfundidos para
la obtencién de la médula espinal, la cual se traté de acuerdo al protocolo a seguir (detallado mas

adelante).

Pruebas conductuales:

Para evaluar la actividad motriz de los organismos se utilizaron tres pruebas conductuales:

Rotarod: Este aparato consiste en un cilindro que gira a una velocidad inicial de 10 revoluciones por
min con una aceleracién constante de 0.2 rms. Se utilizd para determinar las alteraciones o
deficiencias en la actividad motriz del caminar de las ratas. Las ratas se entrenaron para que se
mantuvieran caminando sobre el cilindro durante un periodo de 2 min. Cada evaluacién de las ratas
se realizd por triplicado, registrandose el tiempo promedio de permanencia en el Rotarod

PGE: Esta prueba sirve para medir la fuerza del impulso de los cuartos traseros de las ratas. Consiste
en una rejilla que es colocada primero en forma horizontal sobre la cual se coloca a la rata en uno de
los extremos. Después, la rejilla con la rata se colocan en un plano vertical, quedando la rata con la
cabeza hacia arriba y la cola hacia abajo. La rata es entrenada para que escale la rejilla. Si el impulso
generado por los cuartos traseros es normal, la rata no tiene problemas para escalar la rejilla y tarda
aproximadamente 2-4 seg. En cada evaluacién se realizaron cuatro repeticiones registrando el
tiempo que las ratas tardan en escalar la rejilla o bien el tiempo que tardan en caerse de la rejilla a
causa de un impulso deficiente de los cuartos traseros.

Registro de huellas: Las ratas son entrenadas para caminar a lo largo de un corredor de 10 cm de
ancho por 90 cm de largo. Cada vez que se realiza esta prueba, antes de colocar a la rata en el
corredor se le pintan las patas traseras, la ipsilateral (lado del implante) de rojo y la contralateral de

negro. Posteriormente se coloca a la rata en la entrada del corredor y se registran en papel las
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huellas que va dejando al pasar. Finalmente, se cuantifica: 1) la distancia (cm) recorrida en 5 pasos, 2)
los pasos requeridos para recorrer 30 cm y 3) se analiza la huella de la pisada.
Unicamente las ratas que realizaron de forma correcta las tres pruebas conductuales durante un

periodo minimo de una semana, fueron seleccionadas para la cirugia estereotaxica.

Cirugia estereotaxica:

Las ratas fueron anestesiadas mediante la inhalacién de isoflurano al 5% en un recipiente cerrado.
Posteriormente se colocaron en una unidad esterotaxica para columna vertebral (David Kopf
Instruments, Tujunga, CA). La anestesia fue disminuida a 3%, y mantenida al 2% durante la cirugia y
la microdialisis. Una vez montada en el estereotaxico se le rasurd la espalda a la rata y se le realizé
una incision longitudinal en la regién lumbar de esta zona dejando al descubierto la columna
vertebral y los musculos de la espalda. La columna vertebral fue montada en el esterotaxico con la
ayuda de dos postes. Mediante estimulacion mecdnica se determind la vértebra lumbar que controla
los cuartos traseros, los musculos dorsales que rodean el proceso espinoso de esta vertebra se
removieron y después, el proceso espinoso fue rebajado.

Microdidlisis: Una vez rebajado el proceso espinoso, en el lado derecho se taladré un orificio de 2-3
mm de didmetro suficientemente profundo para dejar al descubierto la médula espinal. Con ayuda
de una aguja se rompieron las meninges que cubren la médula espinal, teniendo cuidado de no
dafiarla. Sobre la médula espinal descubierta, en el asta dorsal, se introdujo 1 mm la membrana de la
canula de microdialisis (CMA/77/1 Cupr; Microdialysis Probe; poro de 6000 daltones, previamente
lavada con agua por 2 h) quedando fija en esta posicidon con ayuda de una torre estereotaxica (Figura

5).
A B
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Figura 5: Esquemas del modelo agudo. En A se ilustra la regién de la rata que recibe la
microdialisis, mostrando a mayor aumento una ilustracién en la que se aprecia la posicién en la
que se coloca la canula de didlisis en la segunda vértebra lumbar. En B se muestran los
componentes de una canula de microdidlisis, haciendo un acercamiento del intercambio que se

realiza en la membrana de dialisis.
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Después de 60 min de estabilizacién perfundiendo Unicamente solucién Krebs, se inicid el
protocolo de las fracciones perfundidas (cada fraccién de 25 pl, a una velocidad de 2 pl/min). En
todos los grupos se realizd el siguiente protocolo: 3 fracciones basales perfundiendo Unicamente
solucidn Krebs, seguidas de dos fracciones de Krebs adicionado con el AMPA o la sustancia a
perfundir (Bic o GABA), y finalmente tres fracciones de recuperacién perfundiendo Unicamente
solucidn Krebs. Al finalizar la ultima fraccion se removié la canula de microdidlisis y las ratas fueron

suturadas con hilo y colocadas por separado en cajas individuales (Corona y Tapia, 2004).

Minibombas osmdticas ALZET: en otras ratas, después de rebajar el proceso espinoso de la vértebra
seleccionada, se realizé un trepano en el costado izquierdo de la base del proceso espinoso y se
colocd en él un tornillo para sujetar el implante a la vértebra. Una vez asegurado el tornillo, se realiz
en el lado derecho (ipsilateral) un orificio de 2-3 mm de didmetro, suficientemente profundo para
llegar a la médula espinal. Con la aguja de una jeringa se rompieron las meninges que cubren la
médula espinal, dejando al descubierto el asta dorsal, en la cual se introdujo 1 mm una cénula
conectada a una manguera sin sellar (Figura 6). El implante fue cubierto y sellado con acrilico dental,
teniendo cuidado de cubrir el tornillo y la base de la canula, dejando libre el extremo sin sellar de la

manguera conectada a la canula.

A B C

Regién lumbar
Membrana semipermeable

Cubierta osmética
//Reservoric para la solucién
Moderador de flujo /

Figura 6: Esquemas del modelo crénico. En A se ilustra la regién de la rata que es implantada y la
ubicacion subcutanea de la minibomba osmadtica. B es un esquema de los componentes del
implante: canula, tornillo y minibomba osmética. En C se muestran las partes que integran una
minibomba osmética.

Previé a su implante las minibombas osméticas (ALZET, modelo 2004; flujo de 0.25 pl/h)
fueron incubadas por 48 h a una temperatura constante de 37°C. El dia del implante la minibomba
osmotica se colocd subcutdneamente del lado derecho en la regién de la espalda baja, la manguera
sin sellar de la canula del implante se conectd al catéter de la minibomba osmética, esta union fue

sellada con pegamento epdccico. Al polimerizar este pegamento se suturd a la rata con grapas
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quirargicas y se desmontd. Cada rata recibié 2 unidades de antibidtico (Benzetacil®, SANDOZ;
intramuscular) y fueron colocadas cada una en una caja individual (Tovar-y-Romo, et al., 2007).
Después de la cirugia las ratas fueron evaluadas con las pruebas motrices durante los
siguientes dias, hasta el dia de su perfusion. Las ratas cuyas médulas fueron utilizadas para el analisis
por MET se perfundieron con paraformaldehido al 4% (PFA) adicionado con Gluteraldehido al 2.5%
(GTA) disueltos en buffer de fosfatos (PB; 0.1 M). Las ratas cuyas médulas se usaron para los ensayos

de inmunocitoquimica fueron perfundidas Unicamente con PFA al 4% en PB 0.1 M.

Inmunocitoquimica:

Las medulas utilizadas para inmunocitoquimica se dejaron en postfijacion en PFA durante 7 dias, al
quinto dia de postfijacidon las meninges fueron removidas de las médulas. Posteriormente el tejido
fue deshidratado a través de gradientes de sacarosa (10, 20 y 30% 72 horas c/u). Una vez
deshidratada la médula espinal, se obtuvieron cortes transversales (40 um de grosor) del sitio de
perfusion en un criostato.

Para detectar por inmunofluorescencia a las MNs utilizamos un anticuerpo primario contra la
colina acetiltransferasa (1: 200; cabra anti-ChAT, Millipore) hecho en cabra, éste anticuerpo fue
identificado por un anticuerpo biotinilado anti-cabra (1:200; caballo anti-cabra, Vector), el cual se
visualizé con el fluoréforo rojo de texas acoplado a Avidina (1:200; Texas red avidina, Vector). Para
identificar la reaccién glial, detectamos la expresion de la proteina acidica de la glia fibrilar (GFAP)
usando un anticuerpo primario anti-GFAP (1:1000; ratén anti-GFAP, Sigma) hecho en ratdn, el cual
visualizamos con el fluoréforo FITC-anti ratén (1:200; cabra anti-ratdn, Zymed). Finalmente, la casp3a
fue reconocida con el anticuerpo primario anti-casp3a (1:100; conejo anti-casp3a, Ab-cam) hecho en
conejo, el cual visualizamos con el fluoréforo Cy5 (Zymed) 6 FITC anti-conejo (1: 200; cabra anti-
conejo, Zymed).

Brevemente, el protocolo utilizado para, los ensayos de inmunocitoquimica fue: Los cortes
transversales de la médula espinal se permeabilizaron en flotacién por 5 min con Triton X-100 (0.3%
disuelto en PB 0.1M). Después, se bloqued con albumina de suero bovino (BSA al 5%) durante 1 h.
Una vez bloqueado se incubaron con los anticuerpos primarios por 48 h a 4°C. Después de este
periodo se realizaron 3 lavados con PB-Triton (c/u de 10 min). Se continud con la aplicacién de los
anticuerpos secundarios por 2 h y al término de este periodo se realizaron tres lavados con PB-Triton.
Finalmente los cortes fueron montados en laminillas silanizadas. La presencia de las proteinas

marcadas fluorescentemente fue observada en un microscopio de epifluorescencia (Nikon eclipse
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E600) y las fotografias se obtuvieron mediante el uso del microscopio confocal (Carl Zeiss FV1000).
Para realizar el conteo de las MNs algunos cortes de la médula espinal fueron tefiidos con violeta de
cresilo y observados en el microscopio éptico, Unicamente se tomaron en cuenta las MNs con nucleo

visible.

Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Las ratas utilizadas para el estudio de la MET fueron perfundidas con 250 ml de PFA al 4 % adicionado
con GTA al 2.5 % en PB 0.1 M. La médula espinal fue removida y colocada en postfijacion en la misma
solucidn por 24 h. Transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados con PBS (cada uno de 15 min) y
después se colocaron por 2 h en una solucidn de tetréxido de osmio al 1 % en PBS. Al término de este
tiempo se realizaron tres lavados con PBS (cada uno de 15 min) para después ser deshidratadas a
través de gradientes de etanol (desde el 30% hasta 100% de etanol) a 4 °C y colocadas en una mezcla
1:1 de 6xido de propileno-EPON por 48 h para su desecacién. Después de desecarse, las médulas
fueron incluidas en EPON puro (de acuerdo a la formula de Luft) y se dejaron polimerizar por 48 h a
temperatura constante de 60 °C en una estufa. Una vez polimerizado el EPON, en un ultramicrotomo
(Reichert-Jung) se obtuvieron cortes semifinos de 500 nm de grosor, los cuales se utilizaron para
determinar el sitio correcto para la obtencién de los cortes ultrafinos (80 nm de grosor). Los cortes
ultrafinos fueron colocados individualmente en rejillas recubiertas de collodion con un solo hoyo. El
dia de la observacién, los cortes ultrafinos fueron contrastados con la mezcla de Reynols (acetato de
uranilo 2% vy citrato de plomo 2%) y observados en el microscopio electrénico de transmisidn Jeol

1200EXII. Las fotografias fueron tomadas a diferentes aumentos en peliculas fotograficas Kodak.

Anilisis estadistico:

Las diferencias significativas entre el niumero de MNs del lado ipsilateral VS el lado contralateral en el
mismo grupo se determind mediante la prueba de t de student pareada, y para determinar las
diferencias entre dos grupos diferentes se realizd la prueba de t de student no pareada. Las
comparaciones entre mas de dos tiempos 6 grupos diferentes se realizaron a través del andlisis de
ANOVA seguidos por la prueba de post hoc de Bonferroni. Un valor de p<0.05 fue considerado

significativamente diferente.
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Resultados

Los resultados obtenidos en la presente tesis se han dividido en tres secciones con el fin de facilitar
su presentacion. La primer parte esta enfocada en la caracterizaciéon de los modelos agudo y crénico
de degeneracién espinal. La segunda seccidon muestra las caracteristicas del proceso de muerte de las
MNs en ambos modelos, y en la uUltima parte se presentan los resultados relacionados con el papel

de los circuitos inhibitorios en la médula espinal.

Seccidn |. Dos modelos de degeneracidn espinal in vivo utilizados para el estudio de la ALS.
El primer paso en el desarrollo de la presente tesis fue reproducir los modelos agudo (Corona y Tapia,
2004) y crénico (Tovar-y-Romo et.al., 2007), sus caracteristicas histopatolégicas y conductuales

representativas de la ELA.

Efecto de la aplicacion aguda de AMPA a través de la microdidlisis

La aplicacion de AMPA (6 mM) durante la microdidlisis generd la aparicion de pequefias
contracciones en los dedos de la pata ipsilateral. Al despertar de la anestesia, las ratas presentaron
pequefias sacudidas y algunas contracciones en la pata ipsilateral (figura 7-A). El andlisis de la prueba
del Rotarod confirmd el déficit motriz provocado por la perfusién aguda del AMPA. Este déficit
motriz significativo se presenta 3 h después de la aplicacién del AMPA (N=9), es permanente y sélo
ocurre en el lado ipsilateral. La aparicion de este déficit motriz es correlacionado con la pérdida de
las MNs del lado ipsilateral (Unicamente en este lado), que también comienza 3 h después de la
aplicacion de AMPA y alcanza su maximo avance a las 24 h (figura 7-C y D, N=9). La disminucién de
las células marcadas con ChAT (usada para identificar a las MNs por su caracter colinérgico)
corrobora la pérdida cuantificada de las MNs espinales en el asta ventral ipsilateral (Figura 8).
Ademas el marcaje de la proteina GFAP (indicadora de procesos de astrogliosis) muestra que 24 h
después de la aplicacion del AMPA, se genera una astrogliosis en el asta ventral ipsilateral (Figura 8).
El nimero de MNs (Figura 7-D) y la expresién de la GFAP en el lado contralateral no presentaron
alteraciones (Figura 8). Por su parte la perfusién de solucion Krebs (grupo control, N=6) no provoco la
muerte de las MNs, ni el déficit motriz (Figura 7-Cy D), ni tampoco la astrogliosis (Figura 8) en el lado

ipsilateral.
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Figura 7. La perfusion intramedular aguda de AMPA 6 mM a través de la microdidlisis provocd la paralisis
permanente del lado ipsilateral, caracterizada por la inmovilidad del cuarto trasero (flecha en B). Esta paralisis
provocé deficiencias en la realizacion de la prueba del Rotarod a partir de 3 h después de la perfusiéon del AMPA (C).
El déficit motriz es correlacionado con la pérdida de las MNs cuantificadas (D) en cortes transversales de la médula
espinal del sitio de perfusion tefiidos con violeta de cresilo (A; el area en donde se ubican las MNs se encuentra
marcada con cuadros). Krebs, N=6; AMPA 3 h, N=9; 6 h, N=7; 24 h, N=9 *** P <0.0001; * P <0.01.

Figura 8. Micrografias representativas de las astas ventrales inmunomarcadas para colina acetiltransferasa (ChAT;
rojo) y para la proteina acidica de la glia fibrilar (GFAP; verde) en la seccidn lumbar de la médula espinal de ratas
tratadas agudamente con AMPA. Note la pérdida de MNs vy la reaccidn glial inducida por la perfusién de AMPA en el
lado ipsilateral. 44



La perfusion aguda de AMPA reproduce dos de las principales caracteristicas histopatdgicas
de la ELA humana: 1) provoca la muerte rapida de las MNs del lado ipsilateral, correlacionada con 2)

el déficit motriz observado.

Efecto de la aplicacion cronica de AMPA a través de minibombas osmdticas ALZET

Las ratas que fueron implantadas con minibombas osméticas desarrollaron una paralisis
progresiva y bilateral de los cuartos traseros a lo largo de 5 dias. Mediante el analisis biomecanico del
registro de la zancada y el andlisis de la evaluacién de la actividad motriz mediante el Rotarod vy el
PGE cuantificamos con detalle la progresiéon de la paralisis (Figura 9).

Los sintomas iniciales de la pardlisis iniciarén a las 24 h después del implante de la
minibomba osmatica, caracterizados por el retardo en la extensién de los dedos de la pata ipsilateral.
Para determinar esto la rata es levantada por la cola, en condiciones normales extiende
inmediatamente los dedos de ambas patas, mientras que en el caso de las ratas tratadas con AMPA
tardan en extender los dedos de la pata ipsilateral. Mediante el andlisis biomecanico de la zancada se
demostré que 24 h después del implante, el tratamiento con AMPA provocd un incremento
significativo en el nimero de pasos necesarios para recorrer 60 cm y de manera inversa, disminuyd la
distancia recorrida en 5 pasos. La perfusién de unicamente de medio krebs no provocé alteraciones
en los parametros cuantificados del patrén de zancada (Figura 9 Ay C). Sin embargo, las pruebas del
Rotarod y del PGE no muestran alteraciones motrices significativas en este tiempo.

Al segundo dia del implante, las ratas tratadas con AMPA contintan realizando
practicamente normal las pruebas del Rotarod y del PGE (no existen diferencias significativas con el
primer dia). La distancia recorrida en 5 pasos continla decreciendo mostrando una tendencia a
disminuir. Asi mismo, la cantidad necesaria de pasos para recorrer 60 cm continla incrementandose
(Figura 9-C). La pata contralateral comienza a mostrar los primeros sintomas de la paralisis.

En el tercer dia del implante inicia la pardlisis. La pata ipsilateral se encuentra totalmente
paralizada, mientras que y la contralateral muestra un gran déficit motriz (los dedos de esta pata ya
no se extienden al caminar, figura 9A-dia3). En este dia las pruebas del PGE y del Rotarod comienzan
a tener diferencias significativas. En el grupo tratado con AMPA se cuantificd el mayor tiempo para
escalar la rejilla del PGE (Figura 9-E), acompanado de un declive significativo en el tiempo de
permanencia en el Rotarod (Figura 9-D). La cantidad de pasos necesarios para recorrer 60 cm y la
distancia recorrida en 5 pasos contindan con sus tendencias a incrementar y disminuir,

respectivamente (Figura 9-C).
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Figura 9. Caracteristicas del déficit motriz provocado por la aplicacién crénica de AMPA 7.5 mM.
A) Registros representativos del patron de huellas en los dias 0, 3, 4 y 5 durante la perfusién
cronica de AMPA a través de minibombas osméticas, el dia 0 es igual al patrén de huellas control
(perfusidon de medio Krebs). B) Conteo de las MNs durante el proceso de la paralisis (AMPA N=7;
Krebs N=6). C) Curso temporal del andlisis biomecanico del registro de huellas. La aplicacién de
AMPA provoca un incremento en la cantidad de pasos necesarios para recorrer 60 cm desde el
segundo dia (@), e inversamente, disminuye de forma gradual la distancia recorrida en 5 pasos (O
). D) Curso temporal de la prueba del Rotarod. Cada punto representa la media * el error
estandar de 8 ratas tratadas con AMPA 7.5 mM @) y 6 ratas tratadas solucidn Krebs @ ). E) Curso
temporal de la prueba de PGE de ratas control (Krebs; N=6) y con AMPA 7.5 mM (N=8). P <
0.0001 el cuarto dia del implante, la pata ipsilateral estd totalmente paralizada, mientras que la

contralateral comienza a arrastrarse. Consecuentemente, las ratas son incapaces de permanecer en
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el Rotarod y en el PGE (Figura 9 D y E). En el quinto dia, las ratas estan paralizadas bilateralmente
(Figura 9). En andlisis biomecanico de la zancada no se realiz6 para este dia, debido a que era
imposible distinguir los pasos en el registro de las huellas.

Estos cambios en la actividad motriz correlacionan con el anadlisis histoldgico realizado. La
perfusion crénica de AMPA causo la pérdida progresiva de las MNs tefiidas con violeta de cresilo en
el sitio del implante (Figura 9-B). La pérdida de MNs identificada también por el decremento en las
células marcadas positivamente para ChAT (Figura 10 color rojo) inicia en el lado ipsilateral y se
extiende paulatinamente hacia el lado contralateral. La pérdida de MNs se acompafia de una
astrogliosis progresiva, marcada por inmunofluorescencia mediante la deteccidon de la GFAP (Figura

10 color verde).

ChAT

Figura 10. Efecto de la aplicacidn crénica del AMPA (7.5 mM) sobre las MNs de la médula espinal.
Micrografias representativas de las astas ventrales inmunomarcadas para colina acetiltransferasa
(ChAT; rojo) y la proteina acidica de la glia fibrilar (GFAP; verde) en la seccion lumbar de la médula
espinal de ratas tratadas cronicamente con AMPA. Note la pérdida considerable de MNs vy la
reacciéon glial en ambas astas ventrales. Barra de escala = 100 um. En los paneles inferiores se
muestran cortes transversales de la médula espinal tefiidos con violeta de cresilo, los puntos negros
de mayor tamano en las astas ventrales son las MNs. Escala de 0.5 mm. N= 11 ratas por dia.
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Estos resultados demuestran que la aplicacion créonica de AMPA reproduce las principales
caracteristicas de la ELA de tipo esporadico: 1) provoca la pérdida progresiva de las MNs espinales y
2) su consecuente paralisis en los cuartos traseros, acompanada por una astrogliosis, sin la

intervencién de algun factor genético.

Seccion |l. Caracterizacion del proceso de muerte de las MNs espinales en dos modelos de
degeneracion usados para el estudio de la ELA.

Mediante el uso de la microscopia electrénica de transmision (MET) identificamos las alteraciones
morfoldgicas y ultraestructurales de las MNs durante su proceso de muerte inducido por
excitotoxicidad mediada por receptores tipo AMPA. En el modelo agudo, Unicamente las MNs del
lado ipsilateral presentaron alteraciones, las MNs del lado contralateral (Figura 11-A) siempre
mantuvieron una morfologia celular y de sus organelos normal, semejante a la observada en ratas

tratadas solo con medio Krebs (Figura 11-B, grupo control).

Figura 11. Micrografias electrénicas de MNs controles. En A se muestra una MN del asta ventral
contralateral de una rata tratada de forma aguda con AMPA 6 mM (N=15 ratas). En B se muestra
una MN del asta ventral ipsilateral de una rata tratada Unicamente con medio Krebs (N=4 ratas).
Note que no existen diferencias morfoldgicas entre la MNS de Ay B.

En el modelo agudo la pérdida de MNs inducida por la microdialisis de AMPA, ocurre
Unicamente en el lado ipsilateral e inicia 3 h después de la aplicacion del AMPA (Figura 7-D). Sin
embargo, en etapas tempranas (1.5 h después de la microdialisis del AMPA, N=5 ratas), aun sin
muerte celular, encontramos pequeios espacios vacios en el citoplasma de algunas MNs (Figura 12-
A) y un deterioro mitocondrial caracterizado por el hinchamiento y ruptura de mitocondrias (Figura
13). Algunas mitocondrias muestran la vesiculacién de su membrana interna mitocondrial (MIM;
Figura 13). Después de 3 h de la perfusién del AMPA algunas MNs presentan discontinuidades en su

membrana celular (Figura 12-B; N=6) y envoltura nuclear. Los espacios vacios en el citoplasma son de
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mayor tamano y las mitocondrias se encuentran hinchadas y reventadas (Figura 13). En este tiempo
no se observaron cambios en otros tipos celulares. Estas alteraciones morfoldgicas rapidas indican
gue las MNs que se pierden en las primeras 3 h después de la perfusién del AMPA, mueren mediante

un proceso de muerte celular de tipo necrético.

4

Figura 12. Cambios morfoldgicos de las MNs producidos por la perfusion aguda de AMPA 6 mM.
Los incisos A-C corresponden a micrografias electronicas de bajo aumento de MNs del lado
ipsilateral en diferentes tiempos después de la microdialisis (A-1.5 h, N=5 ratas; B-3 h, N=6 ratas;
C-24 h, N=6). El proceso deletéreo de las MNs comienza desde 1.5 h después del AMPA (A),
aunque en este tiempo no se presente muerte celular. Las MNs presentan alteraciones en sus
organelos, no visibles a este aumento, ver figura 13. Tres horas después del AMPA (B), cuando
inicia la pérdida de MNs y la paralisis, las MNs presentan discontinuidades en la membrana
celular y una gran cantidad de espacio vacios en su citoplasma. Unicamente 24 h (D) después de
la microdialisis se encontraron células de menor tamafio (tridngulos) cercanas a los restos de las
MNs. Las MNs sobrevivientes (C) presentan alteraciones en sus componentes celulares (ver figura
13).

Después de 24 h de la microdidlisis de AMPA (N=6) observamos la aparicion de células de
menor tamano con morfologia semejante a la de macréfagos. Estas células fueron encontradas

Unicamente en el lado ipsilateral en zonas cercanas a los restos de las MNs (figura 12-D). Las MNs
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qgue aun sobrevivian (aproximadamente el 10 %; Figura 12-D) presentaban una morfologia
ligeramente alterada, sin embargo, en su interior sus componentes se encontraban hinchados o
reventados (Figura 13). La aparicion de las células de menor tamafio probablemente se deba a que la
muerte de las primeras MNs puede inducir la activacidn de otros tipos celulares como la microglia, la
cual al ser activada puede desempefiar funciones de macréfagos. Las MNs encontradas a las 24 h en
el lado ipsilateral, presentan alteraciones con caracteristicas diferentes que las primeras MNs

perdidas, sugiriendo un proceso de muerte diferente.

4 v

4

Figura 13. Alteraciones ultraestructurales en los organelos de MNs espinales del modelo agudo.
En la fila superior se muestran micrografias electrdnicas del lado ipsilateral tratado con medio
Krebs. El proceso deletéreo inducido por la perfusion del AMPA en las MNs del lado ipsilateral
comienza a 1.5 h (segunda fila) con un hincamiento mitocondrial y el rearreglo de la membrana
interna mitocondrial (MIM). Después de 3 h (tercer fila), las MNs presentan grandes espacios
vacios en su citoplasma, ruptura e hinchamiento mitocondrial y la vesiculacion de la MIM en
algunas mitocondrias (derecha). Después de 24 h (ultima fila) se presentan células pequefias de
tipo macrofago (izquierda, triangulos) en los restos de MNs. Las mitocondrias de las MNs
sobrevivientes a las 24 h se encuentran hinchadas o con la MIM vesiculada. AG: aparato de Golgi,

. . . . o . , P 50
m: mitocondria normal, *: mitocondria dafiada, N: nucleo de la MN, RE: reticulo endoplasmico.



Para determinar si la caspasa-3 se activa durante este proceso de muerte celular de las MNs
en este modelo, realizamos ensayos de inmunocitoquimica a 1.5 (N=7), 3 (N=8) y 24 h (N=7) después

de la perfusidn por microdidlisis del AMPA (Figura 14).

casp3a ChAT casp3a ChAT casp3a casp3a

Figura 14. La muerte de las MNs inducida por la perfusién aguda de AMPA no involucra la
aparicion de la casp3a. Micrografias representativas de inmunocitoquimicas para ChAT (rojo),
GFAP (verde) y casp3a (azul) en secciones lumbares de médula espinal a 1.5 (N=7), 3 (N=8), 6
(N=5) y 24 (N=7) h después de la microdialisis de AMPA. Durante las primeras seis horas después
del AMPA, ninguna MNs del lado ipsilateral presentd la marca positiva para la casp3a (rosa). Sin
embargo, 24 h después del AMPA algunas MNs del lado ispilateral expresaron la casp3a. La
muerte de las MNs y la astrogliosis que la acompafia, Unicamente se presenta en el lado
ipsilateral. La barra de escala corresponde a 50 um.

51



El analisis inmunocitoquimico demostraré que el proceso de muerte de las primeras MNs
pérdidas a 1.5, 3 y 6 h después del AMPA, ocurre de manera independiente de la activacion de la
caspasa-3. Sin embargo, 24 h después de la perfusion del AMPA, algunas MNs sobrevivientes del lado
ipsilateral expresan la casp3a (Figura 14). Otra caracteristica importante de este modelo es que la
muerte de las MNs es acompainada de una astrogliosis, esto es de importancia, puesto que se ha
demostrado que la astroglia puede favorecer la activacién de la via extrinseca de la apoptosis. Estos
resultados nos muestran que la muerte de las MNs en este modelo ocurre probablemente a través
de dos procesos de muerte celular que ocurren en forma consecutiva. El primero con caracteristicas
necréticas y el segundo con caracteristicas apoptéticas.

Por otra parte, como ya mencionamos, mediante el uso de las minibombas osmdticas la
progresion de la paralisis y la administraciéon del AMPA ocurren de manera crénica en un intervalo de
tiempo mayor (cinco dias). En estas condiciones observamos con MET muestras del dia 1 (N=4), 2
(N=5), 3 (N=5), 4 (N=4) y 5 (N=6) después del implante de la minibomba osmdtica cargada con AMPA
7.5 mM.

En este modelo crénico de ELA, las MNs mueren paulatinamente a través de un proceso
degenerativo. Con base en las alteraciones morfoldgicas de las MNs, distinguimos cuatro etapas
durante su proceso degenerativo (Figura 15). En la primera etapa (Figura 15-A) encontramos que las
MNs no presentan alteraciones en su morfologia, aunque la observacién de sus componentes
celulares revela que en este momento comienza un hinchamiento del RE (Figura 16-B). En la segunda
etapa (Figura 15-B), las MNs comienzan presentar alteraciones morfoldgicas: incrementan su
tamarnio, debido a que en su interior el RE continda hinchandose y ademas aparecen vacuolas vacias
en su citoplasma (Figura 15-B). Algunas mitocondrias presentan una vesiculacién de su membrana
interna, sin embargo, la gran mayoria preserva una morfologia normal (flechas en la figura 16-C). En
la tercera etapa (Figura 15-C) la morfologia de las MNs se encuentra muy deteriorada, debido a la
presencia de vacuolas de gran tamafio en su interior. Ademas, en la periferia del citoplasma de las
MNs se presentan grandes areas practicamente vacias, que denominamos pozas (P), que pensamos,
son el resultado de la fusién de varias vesiculas. A diferencia de las vesiculas, las P contienen en su
interior pequefias porciones de citoplasma de diversos tamafios (tridngulos en la figura 16-D). Una
caracteristica importante de esta etapa es que la membrana celular preserva su continuidad y adn
existen mitocondrias que mantienen integra su membrana interna (Figura 16-D). Finalmente, en la
cuarta etapa se presenta la disoluciéon de la membrana celular y con ello la muerte de la MN (Figura

15-D).
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El deterioro y muerte de las MNs se acompaiian por el incremento en la cantidad de células
de menor tamano (aproximadamente 10 um). Estas células poseen caracteristicas morfoldgicas
semejantes a los macréfagos, como: presencia de filipodios, nucleo arrifionado é multinucleadas y
una gran cantidad de cuerpos densos en su interior (tridngulos en la figura 15-D). Probablemente,
estas células de menor tamafio estén encargadas de fagocitar y degradar los restos celulares de las

MNSs.

Figura 15. Micrografias electrdnicas representativas de las etapas degenerativas de las MNs
espinales durante su muerte inducida por la sobreactivacion crénica del receptor AMPA. A)
Primera etapa: las MNs conservan una morfologia aparentemente normal. Sin embargo, su RE
comienza a hincharse (flecha). B) Segunda etapa: existe una gran cantidad de vacuolas en el
citoplasma de las MNs las cuales son de mayor tamafio mientras mas alejadas se encuentran del
nucleo. C) Tercera etapa degenerativa: las MNs se encuentran hinchadas, pero preservan su
membrana celular integra. Las vacuolas citoplasmicas son mds abundantes y de mayor tamafio.
En el borde de las MNs se forman las pozas (P), posiblemente originadas de la fusion de varias
vacuolas (a diferencia de las vacuolas, las P contienen en su interior restos de citoplasma). D)
Cuarta etapa: ocurre la disolucion celular. A partir de este momento se incrementa la cantidad de
células de menor tamafio en los restos de las MNs. En esta micrografia se aprecian los restos del
citoplasma y el nucleo (N) de una MN, el cual estd rodeado por células de menor tamafio
(tridngulos).
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Es importante aclarar que las etapas degenerativas de las MNs no se presentan al mismo
tiempo en todas la MNs de la misma asta, y mucho menos en ambos lados (ipsilateral y contralateral)
de la médula espinal. Sin embargo, es claro que durante el progreso de la paralisis cada dia tiene una

etapa degenerativa caracteristica en cada asta ventral de la médula espinal.

Figura 16. Micrografias electrdnicas de las alteraciones particulares para cada etapa degenerativa
de las MNs durante el tratamiento crénico con AMPA. A) morfologia y tamafio normal de las
mitocondrias y el reticulo endopldsmico (RE), perfusién de medio Krebs. B) Primera etapa: el RE
comienza a hincharse. C) Segunda etapa: se observa una gran cantidad de vacuolas en el
citoplasma de las MNs. D) tercer etapa: aparecen las pozas (P) en las orillas de las MNs. La cuarta
etapa es caracterizada por la presencia de una gran cantidad de células de tipo macréfago (ver
figura 15-D). Las flechas indican las mitocondrias; El tridngulo en D muestra un fragmento de
citonlasma dentro de la P.
En el dia 1 después del implante, las MNs del lado ipsilateral se encuentran en la etapa 1,

mientras que las del contralateral no tienen alteraciones. En el dia 2 después del implante la mayoria
de las MNs del lado ipsilateral se encuentran en la segunda etapa y algunas otras en la cuarta etapa.
Las MNs del lado contralateral se encuentran en la primera (Figura 17). En el dia 3 después del

implante, la mayoria de las MNs restantes del lado ipsilateral se encuentran en la etapa 3 vy 4,
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mientras que las del lado contralateral se encuentran en su mayoria en la etapa 2 y 3 (Figura 18).

Para el cuarto dia después del implante, en el lado ipsilateral practicamente no quedan MNs vy si las

hay se encuentran en la etapa 4. Del lado contralateral la mayoria de las MNs restantes se

encuentran en la etapa 4. Finalmente, en el dia 5 no hay MNs en ninguno de los lados de la médula

espinal (Figura 19).

Figura 17. Micrografias electrdnicas representativas del segundo dia después del implante de la
minibomba osmatica. En A y B se presentan dos MNs del lado contralateral en la primera etapa
degenerativa. Las micrografias de A', A", B' y B" son regiones de las MNs de A y B tomadas a
mayor aumento. En C y D se muestran dos MNs del lado ipsilateral. C corresponde a la segunda
etapa y D a la tercera. Los superindices de cada letra son micrografias a mayor aumento para
cada MN. En A", B", C', D" se puede apreciar el hinchamiento del reticulo endoplasmico (RE), asi
como las mitocondrias (m).
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Figura 18. Micrografias electrdnicas representativas del tercer dia después del implante de la
minibomba osmdtica. En A se presenta una MN del lado contralateral en la tercera etapa
degenerativa. A', A" son aumentos de esta MN, note la presencia de las pozas (P). En By B' se
presentan los restos de una MN (cuarta etapa), B" es un aumento de la célula de menor tamario
en B'. En el lado ipsilateral (C y D) solo se encuentran los restos de MNs (cuarta etapa) y se
observan varias células de menor tamarfio en los restos de las MNs (D y D'). C' y D" muestran
micrografias a mayor aumento de las células de menor tamafio. N sefiala el nucleo de las MNs.

Figura 19. Micrografias electrdnicas representativas del quinto dia después del implante de la
minibomba osmoética. En este dia de la pardlisis no se encuentran MNs en ambos lados de la
médula espinal y se observa una gran cantidad de células de menor tamafio (~10 um) en los
restos de las MNs.
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Un organelo de gran importancia para el buen funcionamiento celular es la mitocondria, ya
gue en condiciones normales esta involucrada en la produccién de energia. Sin embargo, en
condiciones patoldgicas puede actuar como inductor de los procesos deletéreos que llevan a la
muerte celular por apoptosis, a través de la activacién de su via intrinseca.

Durante el proceso degenerativo de las MNs en este modelo distinguimos dos poblaciones de
mitocondrias presentes en una misma MN. Una de estas poblaciones sufre un rearreglo de su
membrana interna, mientras que la otra poblacidn de mitocondrias no presenta alteraciones (Figura

20).

Figura 20. Alteraciones ultraestructurales de las mitocondrias en el modelo crénico. La
micrografia de A es representativa del grupo control (medio Krebs). En la primera etapa
degenerativa (B), la mayoria de las mitocondrias presentan una morfologia normal. Durante la

segunda etapa (C), caracterizada por las vacuolas, la mayoria de las mitocondrias preservan una
morfologia normal. En la tercera etapa (D) aun se observan mitocondrias normales, sin embargo,

la gran mayoria se encuentran hinchadas o con su membrana interna vesiculada. En la cuarta

etapa (E y F), en los restos de las MNs se pueden encontrar mitocondrias hinchadas (E) y
mitocondrias lisadas (F). Estas alteraciones mitocondriales son exclusivas de las MNs, en D se

marcan con una flecha a un grupo mitocondrias con morfologia normal en una terminal sinaptica. 57
N: nucleo de la MN.



casp3a ChAT casp3a ChAT casp3a casp3a

Figura 21. La perfusién crénica de AMPA induce la aparicidn de la casp3a durante el progreso de
la paralisis. Micrografias representativas de los dias 2 (d2, N=8), 3 (d3, N=5) y 5 (d5, N=7) de las
MNs del asta ventral marcadas para colina acetiltransferasa (ChAT; rojo) y casp3a (azul). También
se marca la reaccién de glial con la identificacion de la proteina acidica de la glia fibrilar (GFAP;
verde). La expresion de la casp3a en las MNs (rosa) inicia en el lado ipsilateral y se extiende hacia
el contralateral. Algunos procesos de la glia son marcados también con la casp3a (azul turquesa)
desde el segundo dia después del implante.

La proporcidon de mitocondrias alteradas varia segun la etapa degenerativa de cada MNs,
conforme mas dafiada este la MN, mayor es la proporcidon de mitocondrias alteradas. No obstante,
durante las etapas previas a la disolucion celular (etapa 2 y 3; incisos C y D respectivamente de la
figura 20), cuando las MNs presentan una gran cantidad de vacuolas o P, aun se observa un gran
numero de mitocondrias sin alteraciones y ademas, las que estan hinchadas o con su MIM alterada
se rompen solo hasta después o durante la disoluciéon celular (etapa 4), por ello es posible encontrar

mitocondrias sanas o sin reventar en los restos de las MNs (Figura 20-E y F). Ambas poblaciones de

mitocondrias son importantes caracteristicas a considerar en la determinacidon del proceso de
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muerte de las MNs, puesto que la poblacién de mitocondrias con alteraciones morfolégicas puede
estar relacionada con el proceso de muerte celular de las MNs, mientras que la segunda nos indica
qgue dicho proceso deletéreo ocurre en condiciones de produccién de energia. Ademas, se podria
pensar en que existe un tipo de mitocondrias que posee una mayor resistencia al dafio por
excitotoxicidad.

Para determinar la participaciéon de la casp3a en la muerte de las MNs en este modelo
realizamos ensayos de inmunocitoquimica para detectar la forma activa de esta enzima en las MNs.
Estos ensayos de inmunocitoquimica demuestran la aparicién de la casp3a durante el proceso de
muerte de las MNs. La casp3a se observo en los dias 2 (N=8), 3 (N=5), 4 (N=6) y 5 (N=7) después del
implante de la bomba ALZET. La expresién de esta enzima inicid en el lado ipsilateral (dia 2) y
progresivamente se extendié hacia el lado contralateral (dia 3) decreciendo la intensidad de su marca
en el lado ipsilateral. Para los ultimos dias del progreso de la paralisis (d4 y d5) en las MNs restantes
no se detectd la marca de la casp3a (Figura 21). Un aspecto importante a considerar es que no todas
las MNs de un mismo corte presentan la expresion de la casp3a, sino que puede haber MNs (en el

mismo corte) que no expresan la casp3a (Figura 22).

Figura 22. La casp3a no se aparece en todas las MNs. Micrografias de fluorescencia para ChAT
(rojo), casp3a (verde) y DAPI (azul, nucleo). El triangulo indica una MN que no expresa la casp3a,
la flecha indica una MN que expresion la casp3a. En la parte inferior de cada letra se muestra un

acercamiento para cada MN.
Seccidn l11. Efecto del bloqueo farmacolégico agudo y crénico de los circuitos inhibitorios de GABA

y glicina en la médula espinal de rata
La actividad neuronal de los circuitos motores de la médula espinal estd controlada por la interaccién

de diversos NTs, dentro de los cuales el GABA y la Gly junto con sus receptores son los encargados de
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controlar los circuitos inhibitorios. La actividad postsindptica del GABA estd mediada principalmente
por el receptor para GABA tipo A (GABAAR), mientras que la actividad de la Gly ocurre a través de
GlyRs. Mediante la aplicacién intramedular de bicuculina (Bic), un antagonista de la actividad
GABAérgica y de estricnina (Stry), un antagonista glicinérgico, bloqueamos la inhibicion de los

circuitos intramedulares, favoreciendo asi un estado de hiperexcitabilidad en la médula espinal.

Bloqueo agudo de los circuitos inhibitorios en la region lumbar de la médula espinal

Cuando blogueamos la transmisién sindptica inhibitoria de manera aguda mediante la microdidlisis
de Bic (1 y 5 mM) observamos un efecto conductual dosis dependiente. La concentracién de 1 mM
provoco al despertar de la anestesia, la aparicion de pequefios temblores y contracciones de la
extremidad ipsilateral. En cambio, el efecto de la aplicacidon de Bic 5 mM inicié durante la anestesia,
indicado por la contraccién de la pata ipsilateral ante estimulos mecanicos. Al despertar de la
anestesia, los musculos de la extremidad ipsilateral permanecieron contraidos por un periodo de 40-
60 min (Figura 23-A). Durante este intervalo de tiempo, las ratas presentaron contracciones
generalizadas y “sacudidas de rata mojada”. Después de 90 min el efecto de Bic se dejé de observary
las ratas se comportaron de manera normal. Sin embargo, la aplicacién de Stry (1 y 5 mM) no generé
un efecto notorio. Aparentemente las ratas se encontraban normales y solo presentaban pequefias
sacudidas de manera esporddica. Finalmente, cuando aplicamos simultdaneamente ambos
antagonistas a una concentracién de 5 mM, el efecto observado fue semejante en caracteristicas y
duracién al producido por la Bic 5 mM. En la tabla 1 se muestra un resumen de los grupos

experimentales realizados.

TABLA 1: Grupos experimentales para la microdialisis

Grupo Antagonista [mM] N | Efectos
1 Bicuculina 1 5 | Pequefios temblores y contracciones de la
extremidad ispilateral
2 Bicuculina 5 5 | Respuesta a estimulos (anestesiada)

Rigidez de los musculos de la pata ipsilateral
Contracciones generalizadas y sacudidas de rata

mojada
3 Estricnina 1 5 | Pequefas sacudidas
4 Estricnina 5 5 | Pequefa sacudidas
5 Bicuculina & Estricnina 5 5 | Respuesta a estimulos (anestesiada)

Rigidez de los musculos de la pata ipsilateral
Contracciones generalizadas y sacudidas de rata
mojada

Tabla 1. Resumen de los grupos realizados para el estudio del efecto de la microdialisis de
bicuculina y estricnina en la region lumbar de la médula espinal de rata.
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La aplicacién aguda de los antagonistas de GABA y GLy no provocé alteraciones de la actividad motriz
medida a través de la prueba del Rotarod a 3, 24, 72 y 168 h después de la microdialisis (Figura 23-C).
El conteo de las MNs mediante la tincién de violeta de cresilo corrobord lo observado en las pruebas
conductuales, ya que ninguno de los antagonistas indujo la pérdida de MNs en el sitio de la perfusidn
(figura 23-D). Ademas, el doble marcado por inmunocitoquimica (7 dias) para la ChAT y para la GFAP
demostré que ningln tratamiento disminuyd la poblacidon de MNs, ni generd una reaccidn glial en el

asta ventral ipsilateral (Figura 24).

Figura 23. Efecto de la perfusiéon aguda de Bic, Stry o la aplicacién simultanea de ambas. La
aplicacién de Bic sdla o en combinacidn con Stry provocé un efecto transitorio caracterizado por
la contraccion de los musculos de la pata ipsilateral (duracién de 45-60 min; flecha en A). Sin
embargo, la aplicacion de Stry séla no produjo efectos. Ningun tratamiento disminuyd la cantidad
de MNs cuantificadas a los 7 dias. Unicamente la perfusién de AMPA provocé la pérdida de MNs
cuantificada 24 h después de la microdidlisis de AMPA (D). Correlacionado con la cantidad de
MNs, la prueba del Rotarod (C) no mostré cambios, excepto para el grupo tratado con AMPA. B)
Tincion de violeta de cresilo en un corte transversal de la médula espinal representativo del
grupo tratado con Bic 5 mM, note que la cantidad de MNs en las astas ventrales es la misma.
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ChAT

Figura 24. Micrografias representativas de inmunohistoquimica para ChAT (MNs; rojo) y GFAP
(glia; verde). La perfusién aguda de Bic, Stry o ambos bloqueadores no indujo la muerte de las
MNs ni tampoco una astrogliosis en la regién lumbar de la médula espinal de rata (7 dias después

de la microdialisis). Barra de escala de 100 pum.
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Bloqueo cronico de los circuitos inhibitorios en la region lumbar de la médula espinal

Por otra parte, mediante el uso de minibombas osmoticas aplicamos de manera crénica los
antagonistas inhibitorios en la médula espinal. La severidad del efecto provocado por la perfusién
crénica de la Bic fue dosis dependiente. La aplicacién crénica de Bic, provocd los siguientes efectos
(ordenados de menor a mayor severidad): acicalamiento continuo hasta dejar sin pelo el muslo
ispilateral, mordidas y Ilagas en el cuarto trasero y muslo ipsilateral (Bic 5 y 10 mM), contraccién de
todos los musculos de la pata ipsilateral (Bic 10 mM), contracciones generalizadas acompafiadas de
todos los efectos anteriores y en ocasiones la muerte (Bic 17.5 mM).

La latencia de inicio del efecto de la Bic (indicada por la primer contraccién o acicalamiento
de la pata ipsilateral) fue dosis dependiente, siendo que a menor concentracién mayor tiempo de
latencia, y viceversa. Las ratas que recibieron la perfusién de Bic 5 mM tardaron 5 dias (120+7.6 h) en
mostrar el efecto del fdrmaco. Mientras que los animales que recibieron la administracion de Bic 10
mM, mostraron el inicio del efecto entre el segundo y tercer dia (57.6+12.3 h) después del implante
de la minibomba. De los seis animales que recibieron la concentracién mas elevada (Bic 17.5 mM),
tres sobrevivieron y tres fallecieron durante el efecto de la Bic después de haber presentado
contracciones generalizadas. La latencia de inicio en esta concentracidn fue de 23.5+£0.5 h después
del implante (Figura 25-A, barras negras). Por otro lado, la duraciéon del efecto producido por Bic fue
inversamente proporcional a su concentracién. El efecto de la mayor concentracién (Bic 17.5 mM)
duré menos de 24 h. Después de este tiempo los animales se recuperaron de manera progresiva y no
volvieron a presentar efectos. La concentracion de Bic 10 mM provocd un efecto mas duradero,
manteniéndose hasta por cuatro dias después de su inicio, al término de este tiempo las ratas no
volvieron a presentar efectos. La mayor duracién del efecto de la Bic fue observada en la dosis mas
baja (5 mM), la cual permanecio hasta por cinco dias (Figura 25-A, barras blancas).

Respecto al nimero de MNs encontramos que hay una reduccién significativa que depende
de la concentracién de Bic aplicada (15.39+1.21, 5 mM; 12.13+0.65, 10 mM; 13+0.58, 17.5 mM). Sin
embargo, la pérdida de estas MNs no fue suficiente para afectar la ejecucidn de las pruebas motrices
evaluadas. Algunos animales de los grupos de Bic 5 mM (3 de 6) y 10 mM (3 de 6) desarrollaron una
deficiencia motriz permanente, caracterizada por la paralisis del dedo mefique del cuarto trasero
ipsilateral, lo cual provocd que los animales ya no lo extendian ni apoyaban al caminar. Esta

deficiencia no se reflejé en la mayoria de las pruebas motrices evaluadas (Rotarod y PGE; figura 26).
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Unicamente se aprecié en el registro de las huellas (Figura 27-B' y B"). En ningun caso observamos un

progreso en la gravedad del déficit motriz.

Figura 25. Efecto de la aplicacion crdnica de Bic o Stry mediante el uso de bombas osméticas. A) La latencia (barras
negras) de inicio del efecto de la Bic (indicada por la primer contraccidn ¢ el acicalamiento de la pata ipsilateral,
después del implante) disminuyd significativamente de acuerdo con la concentracidon, a mayor concentracion,
menor tiempo de latencia. Por su parte, la duraciéon (barras blancas) del efecto de la Bic fue menor
significativamente, conforme se incrementa la concentracidén, a mayor concentracién menor duracion. B) Conteo
de las MNs (8 cortes por rata) para los diferentes grupos: Krebs (N=7), AMPA (dia 3, N=7), Bic 5mM (dia 12, N=6),
10 mM (dia 16, N=6), 17.5 mM (dia 10, N=3), Stry 20 mM (dia 11, N=3). Unicamente los tratamientos con Bic (10 y
17.5 mM) y AMPA disminuyeron significativamente el nimero de MNs (respecto a su lado contralateral). En la
parte superior se muestran cortes transversales representativos de los grupos de Bic 5 mM, 17.5 mM y Stry 20 mM
tefiidos con violeta de cresilo. ***: P < 0.0001; **: P <0.001; *: P <0.01

Figura 26. Evaluacion de la conducta motriz para los grupos tratados de manera crénica con Bic y Stry. A) Curso
temporal de la prueba del Rotarod para los grupos que recibieron la perfusion crénica de Bic 6 Stry. Ninguno de
estos farmacos provoco una deficiencia en la realizacién de esta prueba. B) Curso temporal de la prueba de PGE de
ratas tratadas crénicamente con Bic 6 Stry. Todas las ratas escalaron la rejilla en un tiempo menor a 3 s. Unicamente
las ratas tratadas con AMPA (circulos blancos) desarrollaron un déficit motriz permanente. Krebs (N=7), AMBA
(N=7), Bic 5 mM (N=6), 10 mM (N=6), 17.5 mM (N=3), Stry 20 mM (N=3).



Figura 27. Registros representativos del patrén de huellas para los grupos de AMPA, Bic y Stry. A)
Registro del patrén de huellas en el dia 3 de la aplicacion del AMPA. La pata ipsilateral (rojo) se
encuentra paralizada totalmente y es arrastrada. En la pata contralateral (negro) se aprecian los
sintomas iniciales de la paralisis, los dedos no estan extendidos. B) Patrén de huellas durante el
efecto intermitente de Bic, la rata levanta la pata ipsilateral al caminar por lo cual las huellas de
esta pata no se ven, este efecto se presentd de manera intermitente durante varios dias (4 dias
para Bic 10 mM y 5 dias para Bic 5 mM) y su duracién fue de 40-50 min. La aplicacién de Bic 5y
10 mM produjo un efecto permanente caracterizado por la paralisis del dedo mefiique de la pata
ipsilateral (flecha en B' y B"). C) La aplicacién de Stry no mostrd ningun efecto significativo. A la
derecha se muestran fotos representativas para cada grupo, las flechas indican la pata ipsilateral.

65



Los sintomas iniciales en la paralisis inducida por la aplicacion de AMPA, se caracterizan por
la aparicién de pequeiias contracciones en la pata ipsilateral, la cual progresivamente va quedando
extendida y paralizada, en consecuencia las ratas arrastran la pata al caminar (Figura 27 A).
Finalmente, la pardlisis se extiende hacia el lado contralateral dejando paralizadas ambas
extremidades traseras. Uno de los efectos provocados por la perfusion crénica de Bic fue la
contraccién de los musculos de la pata ipsilateral, provocando que quedara totalmente extendida.
Sin embargo, cuando las ratas caminaban eran capaces de levantar la pata ipsilateral sin dejarla
arrastrar. Ademas, en el caso de la Bic el efecto observado en la pata ipsilateral fue intermitente y no
se propago a la pata contralateral (figura 27-B).

Los ensayos de inmunohistoquimica realizados a 12 (Bic 5 mM), 16 (Bic 10 mM), 10 (17.5
mM) y 11 (Stry) dias después del implante demostraron que la aplicacién crénica de Bic provocd una
discreta disminucidn significativa en la poblacidn de MNs con marca positiva para la ChAT del lado
ipsilateral, siendo mas evidente en la concentracion de 17.5 mM. Sin embargo, la aplicacion crénica
de Stry no causd ninguna alteracién en el nimero de MNs marcadas para la ChAT. Ningin
tratamiento disminuyé la cantidad de MNs marcadas positivamente para la ChAT en el lado
contralateral. En el lado ipsilateral el marcado de la GFAP (usada como indicadora de gliosis)
demostré que la aplicacidon crénica de Bic indujo una reaccidon de astrogliosis dependiente de la
concentracién, es decir, la concentracidon de 17.5 mM de Bic provocd una astrogliosis mayor. Por su
parte la aplicacidn crénica de Stry también produjo un incremento en la expresién de la GFAP. Sin
embargo, esta reaccidn de glial puede deberse al dafio provocado por la canula del implante, note en
la figura 28, que la GFAP se encuentra principalmente en el sitio del implante (asta dorsal), siendo
casi nula en las zonas en donde se encuentran las MNs (asta ventral). En todos los grupos el
incremento en el marcaje de la GFAP solo se presenté en el lado ipsilateral. Estos resultados sugieren
que el bloqueo crénico de los circuitos inhibitorios de la médula espinal (principalmente

GABAérgicos) es capaz de provocar la muerte de las MNs espinales.

66



Figura 28. La perfusion crdnica de Bic provoco una ligera disminucion de las MNs positivas para la
ChAT y ademds una astrogliosis dependiente de la concentracién, siendo mas severas en la
mayor concentracion y solo en el lado ipsilateral. La aplicacion de Stry no disminuyé la cantidad

de MNs.
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Discusion

Los resultados de esta tesis demuestran la reproducibilidad de los modelos de degeneracidn espinal
aguda (Corona y Tapia, 2004) y crénica (Tovar-y-Romo et al., 2007) basados en la sobreactivacion de
los receptores AMPA, ambos modelos desarrollados en nuestro laboratorio. La aplicacion aguda de
AMPA (6 mM) 6 crénica (7.5 mM) produce la pardlisis de los cuartos traseros, de modo ipsilateral 6
bilateral, respectivamente, semejante a la observada en modelos transgénicos de ELA del tipo

familiar en rata y ratén (Gurney et al., 1994; Nagai et al., 2001; Matsumoto et al., 2006).

Participacion de la astroglia durante la muerte de las MINs espinales inducida por excitotoxicidad

Una caracteristica histopatoldgica de la ELA es la presencia de astroglia activada, tanto en modelos
de roedores (Alexianu et al., 2001; Feeney et al., 2001; Hall et al., 1998) como en seres humanos con
ELA (Kushner et al., 1991; Nagy et al., 1994; Schiffer et al., 1996; Schiffer y Fiano, 2004). En este
trabajo también identificamos esta caracteristica de la ELA, a través de pruebas de
inmunocitoquimica para detectar la GFAP. Demostramos que en el modelo agudo, al igual que en el
cronico (Tovar-y-Romo et al., 2007), la aplicacion de AMPA induce una astrogliosis alrededor del
espacio de las MNs perdidas del lado ipsilateral.

Por otra parte, diversos trabajos han demostrado la participaciéon de células no neuronales
como agentes inductores de los procesos deletéreos de las MNs durante la ELA. Ademds, multiples
propiedades como la expresidn de genes, la proliferacién de células postmitéticas y deficiencias en
los sistemas de recaptura (Sofroniew, 2005) de los astrocitos de la médula espinal y del cerebro estan
involucrados en la ELA (Maragakis y Rothstein, 2006, 2004). Estas funciones aberrantes de los
astrocitos que rodean el soma y dendritas de MNs favorecen el progreso de la ELA. De hecho, se ha
propuesto que la deficiencia en las funciones de los astrocitos es mds importante que su
proliferacién para el desarrollo la ELA. (Lepore et al., 2008), aunque en algunos trabajos se ha
demostrado que el incremento de la proporcion de células no neuronales sanas (como los astrocitos)
esta inversamente relacionado con la severidad de la enfermedad y con la sobrevivencia de los
animales (Clement et al., 2003).

Ademas de los astrocitos hay otras células no neuronales involucradas en la etiologia de esta
enfermedad. Recientemente se ha demostrado que la activacidn de la microglia juega un papel
importante en el inicio y progresion de la ELA (Sargsyan et al., 2005), probablemente a través de la
via del Factor de Necrosis Tumoral (TNFalpha; Sanagi et al., 2010). Se ha demostrado que la

minociclina, un compuesto de tetraciclina que bloquea la activacién de la microglia, retrasa el inicio
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de la enfermedad y prolonga el tiempo de vida de los ratones transgénicos SOD G37R (Kriz et al.,
2002). Por otra parte, también se demostrd que la eliminacidn selectiva de la expresion de la SOD1
mutante en la microglia retrasa la progresién de la enfermedad en ratones que expresan la SOD1
mutada (Boillee et al., 2006).

Actualmente es conocido que la activacién de los astrocitos y de la microglia son eventos
paralelos al inicio y progreso de la ELA (Hall et al., 1998). Ademas, recientemente se demostrdé que
previo a la activaciéon de los astrocitos en etapas presintomaticas en el ratén G93A, ocurre un
aumento en expresion de isoforma beta del gen de la calcitonina relacionada a péptidos (BCGRP,
calcitonin gene-related peptide) en las MNs (Ringer et al., 2009). La calcitonina es capaz de inducir la
activacion de los astrocitos in vivo e in vitro (Reddington et al., 1995) y en cultivos celulares induce
una hipertrofia de astrocitos (Lazar et al., 1991), lo cual produce un incremento en el RNAm de la
GFAP (Dumoulin et al., 1992). De aqui que Rinder y cols. proponen la expresiéon de BCGRP como un
nuevo marcador molecular de la ELA en una etapa presintomatica temprana (Ringer et al., 2009). Sin
embargo, Graber y cols. proponen que la activacion de la microglia es un mejor marcador histolégico

que la activacion de astrocitos (Graber et al., 2010), ya que ocurre antes.

Deteccion temprana del dafio provocado por la perfusion crénica de AMPA

Una de las ventajas del modelo crénico es la progresidén paulatina de la pardlisis, puesto que en la
enfermedad humana, la paralisis ocurre de manera progresiva y no rapida como en el modelo agudo.
Sin embargo, la forma para detectar los sintomas iniciales de la pardlisis en este modelo puede ser
complicada, debido a que las pruebas del Rotarod y el PGE no muestran cambios significativos en los
primeros dias (1 y 2) después del implante de la minibomba, alin cuando ya existe una pérdida de
MNs en estos dias. No obstante, mediante el andlisis biomecanico de la zancada (figura 9-C)
logramos identificar y cuantificar el inicio de la paralisis, puesto que los resultados obtenidos
muestran diferencias significativas desde las 24 h después del implante, es decir en una etapa
presintomatica de este modelo. La posibilidad de identificar y cuantificar en nuestro modelo crénico
un punto en el cual comiencen los dafios celulares y motores sin desarrollar una paralisis, brinda una
herramienta muy importante para busquedas de tratamientos mediante los cuales se logre detener y
prevenir la pérdida de MNs, y asi poder evitar la paralisis. Debido a que el diagndstico de la ELA
humana es por exclusion, es decir por eliminacién de todas las posibles enfermedades conocidas,
provoca que cuando se diagnostica, el avance de la enfermedad se encuentra en una etapa muy

cercana a la pardlisis o bien durante la paralisis. Por ello, es importante identificar alteraciones
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previas a la pardlisis que ayuden al diagnéstico de la ELA. En esta tesis y por lo menos en nuestro
modelo, demostramos que mediante el analisis del patrén de zancada es posible identificar este
punto clave en el desarrollo de la pardlisis. Sin embargo requerimos realizar mas estudios que

confirmen estos resultados.

La aplicacion aguda de AMPA provoca una muerte celular rdpida por necrosis en algunas MNs, y se
asocia con la aparicion de la casp3a en otras MNs

La perfusién aguda del AMPA indujo un deterioro rapido de las MNs espinales caracterizado
por el hinchamiento y ruptura de organelos como las mitocondrias, y finalmente la lisis de las MNs,
indicada por las discontinuidades de la membrana celular (3 h después del AMPA). Estas alteraciones
en las MNs son consistentes con algunas de las caracteristicas ultraestructurales principales de la
necrosis, como el hinchamiento, la ruptura de membranas, la lisis celular y la invasion de células con
caracteristicas de macréfagos (Martin, et al.,, 1998). Ademas, la ausencia de la casp3a en este
modelo, y el tiempo en el que ocurren las alteraciones celulares y la muerte de las MNs, definen a
esta muerte celular como un proceso necrdtico.

El tratamiento agudo de AMPA induce la muerte de aproximadamente el 50% de las MNs del
lado ipsilateral en un periodo menor de 3 h. Sin embargo, aun que ya no se perfunda AMPA, el
numero de MNs continua disminuyendo significativamente, hasta alcanzar su maximo avance a las
24 h después de la perfusion del AMPA. Unicamente después de este tiempo detectamos la casp3a
en algunas de las MNs restantes del lado ipsilateral. Este fendmeno es interesante puesto que
plantea la posibilidad de que un evento de cardcter necrético puede inducir un proceso de muerte
celular por apoptosis en las MNs espinales. La aparicidn de la casp3a, observada en estas MNs puede
ser resultado de la activacion de la via extrinseca de apoptosis, la cual involucra la participacién de
receptores de muerte, activacion de caspasa-8 y la subsecuente activacion de la caspasa-3, factores
que conllevan a la muerte celular (Orrenius, et al., 2003).

Diversos estudios han demostrado la presencia de Fas (APO-1/CD95; miembro de los
receptores de muerte) y FalS (ligando de Fas) en la superficie de diversos tipos celulares del SNC,
entre ellos las MNs. Ademads, se ha demostrado que la presencia de tejido dafiado incrementa la
expresion de Fas/FalS (Northington, et al., 2001; Choi y Benveniste, 2004; Martin, et al., 2005),
facilitando asi la induccion de la muerte de neuronas a través de la activacion de caspasas (Choi y
Benveniste, 2004). Otro aspecto importante que se ha demostrado es que tanto los astrocitos como

la microglia son fuentes potenciales de inductores de muerte, como el FasL (Locatelli, et al., 2007), lo
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cual es de gran importancia para nosotros, puesto que nuestros resultados muestran que la pérdida
de MNs es acompafiada de una astrogliosis (indicada por la sobreexpresion de la GFAP) en el lado
ipsilateral, la cual se incrementa proporcionalmente con la pérdida de MNs. En este trabajo queda
pendiente el estudio de la via extrinseca de apoptosis, sin embargo, sienta los antecedentes para
proponer su posible participacidon en la muerte tardia de las MNs en este modelo.

Por otro lado, la activacidon de las calpainas (familia de proteinas cinasas activadas por calcio)
también puede conducir a la activacién de las caspasas (cistein-proteasas activas por calcio) y con
ello provocar una muerte celular por apoptosis. El ejemplo mas claro de la activacion de caspasas por
calpainas, es la activacién de la caspasa 12 (Waterhouse, 1998; Nakagawa y Yuan, 2000). Corona y
Tapia (2008) demostraron que el bloqueo de la actividad de las calpainas previene la pérdida de MNs
en nuestro modelo agudo, demostrando asi la participacion de enzimas activadas por calcio en la
muerte de las MNs. Probablemente, la muerte de las MNs (aproximadamente el 50%) en las primeras
horas (1.5-3 h después de la aplicacion del AMPA) en el modelo agudo, es un proceso dependiente
de la actividad de las calpainas ya que se sabe que la activacion prolongada de las éstas puede
provocar la degradacion de varias proteinas, incluyendo receptores, transportadores y proteinas del
citoesqueleto, provocando un dafio neuronal que incrementa la suceptibilidad a un efecto téxico por
estimulacién (Bi et al., 1998; Guttmann et al., 2002; Araujo et al., 2004; Ray et al., 2003). En este
trabajo demostramos que la muerte de las MNs en las primeras horas después del AMPA no se
asocia con la deteccion de la casp3a. Sin embargo, el dafio temprano (1.5-3 h) provocado por las
calpainas puede ser un factor de induccién de la actividad de las caspasas en etapas tardias (24 h;
Figura 14).

En resumen, sugerimos que las MNs que se pierden rapidamente (3-6 h) en el modelo agudo
mueren mediante una necrosis rdpida, mientras que la muerte de las MNs durante las siguientes 24
h, posiblemente involucre un proceso apoptotico. Queda por definir si la caspasa-3 se activa a través

de la via extrinseca o intrinseca de la apoptosis.

La aplicacion crénica de AMPA induce la muerte de las MNs espinales mediante un proceso
semejante a una necrosis prolongada que es acompaiada de la aparicion de la casp3a

El proceso de muerte celular involucrado en la pérdida progresiva de MNs durante la ELA, es un tema
que se ha estudiado practicamente desde que se describié esta enfermedad. Sin embargo, no se han
obtenido evidencias concretas que resuelvan esta incégnita. La existencia de un mecanismo de

muerte celular apoptdtico en la ELA es controversial. De acuerdo con Martin (1999), las MNs en la
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ELA pueden morir por apoptosis, pero otros investigadores no confirman esta observacién. En
modelos transgénicos de ELA de tipo familiar se ha demostrado la participacion de la caspasa 1,3y 9
(Li et al., 2000; Ohta et al., 2008; Pasinelli et al., 2000; Rossi et al., 2008) durante el progreso de la
enfermedad. Al inhibirse la actividad de las caspasas en modelos transgénicos de ELA se logra
retrasar el inicio de la enfermedad y prolongar el tiempo de vida de los animales, aunque no se
previene totalmente la enfermedad (Li et al., 2000; Ohta et al.,, 2008). Yamazaki y cols. (2005)
investigaron en el tejido de la médula espinal de pacientes muertos por ELA, pero no encontraron
cuerpos apoptoticos. Itzecka (2007) encontré en el liquido cerebroespinal de pacientes con ALS una
disminucién del citocromo c, explicada en razén de la produccion de radicales libres y proponiendo
su participacion en posibles cascadas de sefializacién apoptética (Cereghetti y Scorrano, 2006),
aunque también podria reflejar la pérdida de mitocondrias neuronales, como hemos descrito en este
trabajo. Por otro lado existen grupos de trabajo que han reportado que la muerte de las MNs ocurre
mediante un proceso de necrosis prolongada (Bendotti et al., 2001; Chang y Martin, 2009). Hasta
ahora ningln grupo de trabajo habia integrado los cambios ultraestructurales y la activacion de
caspasas durante el proceso degenerativo de las MNs. En este trabajo describimos
ultraestructuralmente el proceso de muerte de las MNs y su asociacidon temporal con la deteccién de
la casp3a.

Los resultados obtenidos mediante MET durante la aplicacidon crénica de AMPA, mostraron
que las MNs mueren a través de un proceso degenerativo gradual semejante al descrito en modelos
transgénicos de ELA del tipo familiar (Bendotti et al., 2001; Chang y Martin, 2009), caracterizado por
el hinchamiento del RE, la aparicién de vacuolas en el citoplasma y finalmente la disolucién de la
membrana celular. Estas alteraciones morfoldgicas y el tiempo en el que ocurren, ubican a este
proceso de muerte como una necrosis de lento progreso.

Durante este proceso degenerativo de las MNs identificamos por MET cuatro etapas (Figura
15). Asi mismo, por inmunocitoquimica determinamos la aparicion de la casp3a en las MNs. Aunque
estas observaciones se realizaron en diferentes animales, gracias a la semejanza en el tiempo
después del implante, podemos relacionar ambos conjuntos de informacién, para asi proponer que
la aparicion transitoria de la casp3a esta relacionada con la poblacidn de mitocondrias que son
alteradas durante el proceso degenerativo de las MNs. Proponemos como mecanismo de activacién
de la caspasa 3 a la vesiculacidn de la membrana interna mitocondrial, ya que se conoce que las
alteraciones de la membrana interna mitocondrial (MIM) permiten la liberacién de factores

proapoptéticos como el citocromo c, el cual conlleva a la activacion de la caspasa 3 (Li et al., 2000;
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Martin et al., 2009; Ohta et al., 2008; Pasinelli et al., 2000). Otro factor que puede estar induciendo la
aparicion de la casp3a en las MNs en dias posteriores al segundo y tercero después del implante, es
la via extrinseca de la apoptosis iniciada probablemente por la activacién de la astroglia y microglia
de la médula espinal, lo cual ha sido observado en ratones transgénicos de ELA familiar (Locatelli, et
al., 2007).

A pesar de que en las MNs detectamos la casp3a, las MNs terminan por morir mediante un
proceso de necrosis de lento progreso. Debido a esto proponemos dos posibles explicaciones para la
aparicion de la casp3a en las MNs: 1) estd involucrada en el inicio e induccién del proceso
degenerativo de las MNs 6 2) que es sélo el resultado del dafio mitocondrial, sin llegar a tener un
papel determinante en el proceso de muerte de las MNs. Un aspecto curioso es que las ultimas MNs
en morir (en ambos lados de la médula espinal) no muestran la casp3a, por lo que proponemos la

posible existencia de un tipo de MNs resistentes a la muerte por sobreactivacion del receptor AMPA.

Las mitocondrias podrian tener dos posibles papeles en la muerte de las MNs

Existen evidencias que asocian las alteraciones mitocondriales con una falla energética, y también
con la liberacién de moléculas proapoptéticas, como el citocromo c, las cuales favorecen los procesos
deletéreos en diversos modelos de enfermedades neurodegenerativas como la ELA (Bendotti et al.,
2001; Martin et al., 2007, 2009).

En este estudio, se demostrd que en una etapa temprana del modelo agudo (1.5 h después
de la perfusion del AMPA) previa a la muerte de las MNs, existe un deterioro mitocondrial
caracterizado por la vesiculacidon de la MIM, la cual puede provocar una deficiencia energética. En
relacidn con este punto, en trabajos recientes de nuestro laboratorio, en los cuales se usan sustratos
energéticos como neuroprotectores, se ha demostrado que moléculas como el piruvato (que facilitan
la produccién de energia) al aplicarse de forma simultdnea con el AMPA, previenen la pérdida de
MNs inducida por la perfusiéon aguda de AMPA (Santa Cruz, 2009). Con estos resultados y teniendo
en cuenta la posible falla energética generada por la vesiculacion de la MIM, podemos decir que: 1)
se favorece la teoria de que el efecto neuroprotector de los sustratos energéticos se encuentra
relacionado con facilitar la produccidon de energia, puesto que al ser cuerpos cetdnicos estos
sustratos podrian también participar en la captura de los radicales libres y asi disminuir el estrés
oxidativo, que también ha sido relacionado con la muerte de las MNs en modelos de ELA familiar, y

2) que la vesiculacién de la MIM podria estar generando una falla energética.
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Por otro lado, tanto la via intrinseca como la extrinseca de la apoptosis pueden converger en
la mitocondria, que al sufrir alteraciones favorece la liberacion de moléculas proapoptéticas que
conduzcan a la activacion de la casp3 (Orrenius et al., 2003). En ambos casos la activacion de esta
caspasa ocurre después de una alteracidn mitocondrial, descrita como la vesiculacién de la MIM
(Martin et la., 2009). Esta vesiculacidn se ha asociado con cambios en la permeabilidad del complejo
del poro de transicidén mitocondrial, proponiendo este cambio de permeabilidad como el mecanismo
que favorece la liberacién de moléculas proapoptéticas como el citocromo c, la cual conlleva a la
subsecuente activacién de la casp3, desencadenando un proceso apoptdtico. Nuestros resultados
obtenidos por MET muestran que los cambios de la MIM se encuentran temporalmente en etapas
previas o al mismo tiempo que la expresién de la casp3a en las MNs (vista por inmunofluorescencia).
Con base en estos datos, proponemos que la deteccién de la casp3 puede ser el resultado de la
vesiculacion de la MIM.

En resumen sugerimos que la mitocondria puede tener un doble papel en la muerte de las
MNs. Por una parte la modificacion de MIM puede estar relacionada con una falla energética
causante de la muerte de las MNs, y también con la liberacidn de moléculas proapoptdticas que
conduzcan a la activacién de la casp3. Finalmente, uno o ambos mecanismos pueden conducir a la

muerte de las MNs en ambos modelos experimentales.

Existen dos poblaciones de mitocondrias involucradas en la muerte de las MNs

La mitocondria es un organelo celular estrechamente asociado con los procesos de muerte celular,
puesto que tanto en la necrosis como en la apoptosis juega un papel determinante y caracteristico.
Durante todo el proceso degenerativo de las MNs en el modelo crénico, se distinguen dos
poblaciones de mitocondrias, una de ellas sufre la vesiculacién de su membrana interna y la otra
permanece sin alteraciones.

En la primer poblacién de mitocondrias, la vesiculacién de la membrana interna se presenta
desde las 24 h después del implante y podria estar involucrada con la expresion de la casp3a
detectada desde las 48 h. Por otro lado, la deteccion de la casp3a en dias posteriores, puede estar
relacionada con la via extrinseca de la apoptosis. Un aspecto relevante es que no todas las MNs (de
un mismo corte) presentan la expresion de la casp3. Asimismo, esta vesiculacion de la MIM también
puede generar una falla energética, que favorezca el proceso de la muerte de las MNs.

Por otro lado, la presencia de mitocondrias morfolégicamente sanas indica que el proceso

degenerativo de las MNs ocurre en condiciones de produccién de energia, al igual que en otros
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procesos de MCP. En este estudio no cuantificamos la proporcidon de cada una de las poblaciones de
mitocondrias, sin embargo, este dato podria ser de gran importancia para determinar con mayor
claridad el papel de ambas poblaciones de mitocondrias en la muerte de las MNs e incluso podria

caracterizar un tipo de mitocondria relacionada con la muerte de las MNs.

Papel funcional de los circuitos GABAérgicos en la médula espinal

El control de la actividad de los circuitos neuronales en la médula espinal se basa en la interaccién de
diferentes NTs, dentro de los cuales el GABA y la Gly median las sinapsis inhibitorias. Actualmente,
las diferencias en la accidn de cada uno de estos sistemas sobre el control y coordinacion de los
movimientos no se ha determinado, puesto que en diversos estudios se ha demostrado que pueden
existir terminales presinapticas que coliberen ambos NTs. Sin embargo, también existen terminales
con un solo NT (Dumba, 2000; Lahjouiji et al., 1996; Ornung et al., 1994, 1996; Taal y Holstege, 1994;
Turman y Chandler, 1994; Wentzel et al., 1993). Recientemente se ha asociado la actividad
glicinérgica con el control de la propagacién episddica entre segmentos espinales contiguos, mientras
qgue la actividad GABAérgica se ha relacionado con el control de redes locales formadas por
interneuronas GABAérgicas y MNs (Hanson y Landmesser, 2003; Moody y Bosma, 2005).

Nuestros resultados muestran que Unicamente el bloqueo de la inhibicion GABAérgica
provoca la contraccidn continua y descoordinada de los musculos de la pata trasera ipsilateral. En
ninguno de los trabajos previamente descritos se ha asociado directamente la actividad de los
circuitos GABAérgicos con el control de la actividad muscular. Los resultados obtenidos en esta tesis
permiten correlacionar directamente la actividad GABAérgica de la medula espinal con el control y
coordinacién de los musculos, proponiendo al GABA como el principal NT involucrado en el control y
activacion de circuitos neuronales encargados de la actividad y coordinacion muscular.

Por otro lado, el bloqueo de la transmisién Glicinérgica no tuvo un efecto en nuestras
condiciones. Sin embargo, esto no quiere decir que la Gly no tenga una funcién en la médula espinal.
La falta de efecto de la Stry en nuestros resultados podria explicarse, puesto que recientemente se
ha reportado que la Gly esta involucrada principalmente en el control de la actividad episddica entre
segmentos espinales consecutivos (Hanson y Landmesser, 2003; Moody y Bosma, 2005). Por tal
motivo, el efecto del bloqueo de la actividad glicinérgica no necesariamente seria visible a nivel del
organismo (contraccién muscular), sino que a nivel celular o de redes neuronales intramedulares

podria tener un efecto muy notorio e importante.
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Existencia de un umbral minimo de MNs para la funcion motora

El nimero de MNs se ha correlacionado directamente con las deficiencias motoras observadas en
diversos modelos de ELA (Corona y Tapia, 2004; Li et al., 2000; Ohta et al., 2008; Tovar-y-Romo et al.,
2007). Actualmente en nuestro laboratorio se demostré que puede existir una pérdida de MNs (no
mayor al 50%) sin llegar a generar deficiencias motrices, proponiendo un umbral minimo de MNs
espinales para realizar una actividad motora normal, evaluada en la prueba del rotarod (Santa Cruz,
2009).

En relacidn con lo anterior, Unicamente el bloqueo crénico de la actividad GABAérgica
provocd una disminucién discreta de MNs, menor al 50%, la cual Unicamente provocé la pérdida de
la movilidad del dedo menfique ipsilateral, sin llegar a producir una paralisis total, ya que no
encontramos cambios en las pruebas del Rotarod y del PGE. Estos resultados apoyan la existencia de
un umbral minimo de MNs del 50% necesario para producir una pardlisis y una deficiencia motriz
severa. Esto tiene una implicacién clinica de gran importancia, puesto que en los casos clinicos de
ELA, los pacientes son diagnosticados usualmente cuando ya presentan una deficiencia motriz
severa, lo cual podria ser el reflejo de la pérdida de mas del 50% de su poblacion de MNs, de acuerdo

con nuestras observaciones.
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Conclusiones

Al igual que en la ELA y en el modelo crénico, la degeneracidn espinal inducida por la sobreactivacion

aguda del receptor AMPA, reproduce la pérdida de MNs acompaiiada de una astrogliosis.

La muerte de las primeras MNs (mas del 50%) en etapas tempranas del modelo agudo (1.5-6 h)
ocurre con las caracteristicas histopatoldgicas de una necrosis rapida, mientras que de las MNs que
se pierden durante las siguientes 24 h mueren mediante un proceso con caracteristicas apoptéticas

(aparicién de la casp3a).

La aplicacién crénica de AMPA causa la muerte de las MNs mediante un proceso semejante a una
necrosis de lento progreso, en el cual se pueden identificar cuatro etapas degenerativas a nivel
histolégico en todas las MNs. Este proceso de muerte celular es acompafiado por la aparicién de la

casp3a

En ambos modelos de sobreactivacion del receptor AMPA, crénico y agudo, se presenta una
incremento y activacion de la astroglia, que puede favorecer el proceso degenerativo de las MNs,
mediante la liberacidn de sefiales proapoptdticas que induzcan la activacion de la via extrinseca de la

apoptosis en las MNs cercanas.

La pérdida de las MNs espinales induce la aparicién de un tipo celular de menor tamafio que las MNs.
Este tipo celular es semejante en morfologia a macréfagos, los cuales estan encargados de fagocitar y

degradar los restos celulares, en este caso de las MNs.

La actividad GABAérgica de la region lumbar de la médula espinal se encuentra estrechamente
relacionada con el control de la actividad de los circuitos neuronales motores, encargados de
controlar y coordinar la contraccion y relajacién de los musculos de la extremidad inervada de esta

region.

El estado de hiperexcitabilidad inducido por el bloqueo crénico de los circuitos GABAérgicos de la

médula espinal, provoca una discreta pérdida de MNs que no sobrepasa el umbral minimo de MNs
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necesario para ejecutar correctamente la funcion motora, y por tanto, no genera un déficit motriz o

pardlisis en los organismos.

Los procesos de muerte de las MNs descritos en esta tesis para nuestros modelos, son semejantes a
los descritos en ratones que desarrollan la ELA familiar, lo cual reafirma a nuestros sistemas como
modelos experimentales de ELA, con la gran ventaja de no depender de factores genéticos y

representar al 90 % de los casos de ELA, es decir a los del tipo esporddico.

Finalmente, hacemos énfasis en que conocer los procesos degenerativos implicados en la
muerte de las MNs, brinda la posibilidad de generar estrategias que prevengan o atenuen la pérdida
de MNs en la ELA. En esta tesis demostramos que la muerte de las MNs puede ocurrir a través de
mas de un solo proceso de muerte celular, lo cual es de gran importancia, ya que nos sefala que
posiblemente un tratamiento efectivo para la ELA pueda ser el resultado de prevenir diversos
mecanismos de muerte celular. Asimismo, queda por probar si el bloqueo de la activacién de las

caspasas es capaz de prevenir la muerte de las MNs en ambos modelos.

Otro aspecto importante de esta tesis, es que retoma el estudio del papel de los circuitos
inhibitorios y su posible relacidn con la muerte de las MNs, demostrando que el bloqueo crénico de
la actividad GABAérgica es capaz de inducir la muerte de algunas MNs. Sin embargo, queda
pendiente el estudio del posible efecto sinérgico del bloqueo de los circuitos inhibitorios en conjunto
con la sobreactivacion de los receptores AMPA, siendo que ambos eventos pueden ocrrir en la ELA

humana.
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