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ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

Para la facilidad de su lectura y comprensión, este trabajo está dividido en seis 
secciones principales:  

 
I.  INTRODUCCIÓN 

En este apartado se da a conocer la información general relevante para la 
comprensión del proyecto.  

II. PRIMERA ESTRATEGIA: Uso de sustratos energéticos para disminuir los 
efectos del estímulo crónico con AMPA en la médula espinal. 

Esta sección inicia con los Antecedentes respectivos a la primera estrategia de 
neuroprotección evaluada y se incluye el artículo original “Energy substrates 
protect hippocampus against endogenous glutamate-mediated 
neurodegeneration in awake rats” (Netzahualcoyotzi y Tapia. Neurochem Res. 
2014;39). Posteriormente presentamos el Planteamiento del problema y los 
Objetivos. Los Métodos y Resultados están englobados dentro del artículo 
original “Degeneration of spinal motor neurons by chronic AMPA-induced 
excitotoxicity in vivo and protection by energy substrates” (Netzahualcoyotzi y 
Tapia. Acta Neuropathol Commun. 2015;3).  

III.  SEGUNDA ESTRATEGIA: Uso del fragmento C-terminal de la toxina tetánica 
para disminuir los efectos del estímulo crónico con AMPA en la médula espinal. 

Al inicio se presenta una sección de Antecedentes sobre la segunda estrategia 
de neuroprotección. Le siguen el Planteamiento del problema y los 
Objetivos respectivos. Al final, los Métodos y Resultados se describen dentro 
del texto del artículo titulado “Tetanus toxin C-fragment protects against toxic 
effects induced by chronic excitotoxicity in the spinal cord” (Netzahualcoyotzi 
y Tapia), el cual ya se ha enviado para su publicación.  

IV.  DISCUSIÓN 

Aquí se analizan los resultados de una forma integral y se discuten algunos 
puntos adicionales a los que contiene cada uno de los artículos en su discusión 
particular.  

V.  CONCLUSIONES 

En esta sección se dan las conclusiones puntuales derivadas de la interpretación 
de los resultados del trabajo.  

VI.  REFERENCIAS 
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RESUMEN 

 

El proceso excitotóxico ha sido considerado entre los mecanismos que inducen 

la muerte neuronal que subyace a distintas patologías del sistema nervioso. Entre las 

enfermedades neurodegenerativas, la esclerosis lateral amiotrófica se caracteriza por la 

degeneración selectiva de las motoneuronas, parálisis muscular y la subsecuente muerte 

del paciente por complicaciones respiratorias. A pesar de la abundante investigación al 

respecto, aún no se cuenta con tratamientos exitosos para tratar esta enfermedad. Por 

esta razón consideramos relevante estudiar nuevos tratamientos que pudieran proteger a 

las motoneuronas de la muerte y, evitar así, las repercusiones conductuales motoras. El 

grupo del Dr. Tapia ha demostrado que la perfusión crónica de AMPA en la médula 

espinal de rata induce la degeneración de las motoneuronas espinales a través de un 

mecanismo excitotóxico y la parálisis progresiva de las patas traseras. En este trabajo 

evaluamos dos estrategias de neuroprotección usando este modelo crónico 

neurodegeneración espinal in vivo. En la primera estrategia tratamos de estimular el 

metabolismo energético en la médula espinal, a través del uso de sustratos energéticos y 

en la segunda parte del proyecto, evaluamos el posible efecto neurotrófico del 

fragmento C-terminal de la toxina tetánica. Los resultados demuestran que los sustratos 

energéticos piruvato y β-hidroxibutirato son más eficaces que los antioxidantes 

ascorbato y glutatión en disminuir la degeneración espinal y las alteraciones motoras 

inducidas por la perfusión crónica de AMPA en la médula espinal. Con ello 

proponemos que las alteraciones del metabolismo energético celular juegan un papel 

crucial en el proceso de muerte de las motoneuronas espinales inducido por un estímulo 

excitotóxico crónico in vivo. Por otro lado, los resultados de la segunda parte del 

proyecto constituyen la primera demostración de que el fragmento C-terminal de la 

toxina tetánica administrado intramuscularmente protege a las motoneuronas de la 

muerte inducida por la estimulación glutamatérgica crónica en la médula espinal. 

Adicionalmente, mostramos por primera vez que el receptor TrkA de la placa 

neuromuscular contribuye a la neuroprotección del fragmento.  
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ABSTRACT  

 

The excitotoxic process has been proposed as one of the mechanisms that induce 

neuronal death in different pathologies of the central nervous system. Among these 

diseases, amyotrophic lateral sclerosis is characterized by the selective death of motor 

neurons, muscular paralysis and finally the decease of the patient. In spite of progress 

on research, there is not a successful therapy for amyotrophic lateral sclerosis. 

Therefore, it is relevant to study and evaluate treatments that could potentially protect 

neurons from death and thus, avoid the behavioral alterations. Dr. Tapia group has 

shown that AMPA chronic infusion into the lumbar spinal cord of rat induces 

excitotoxicity-mediated degeneration of spinal motor neurons and progressive paralysis 

of rear limbs. In this work we evaluated two strategies of neuroprotection in our chronic 

model of spinal neurodegeneration: On the first part we aimed to stimulate the energy 

metabolism through provision of energy substrates to the spinal cord and in the second 

part of the project, we evaluated the putative neurotrophic effect of tetanus toxin C-

terminal fragment. Our results show that energy substrates pyruvate and β-

hydroxybutyrate, unlike antioxidants ascorbate and glutathione, significantly reduce 

spinal degeneration and motor alterations in our model. We conclude that alterations in 

cellular energy metabolism play a crucial role in the dying process of spinal 

motoneurons induced by chronic excitotoxic stimulation in vivo. On the other hand, the 

outcomes of the second part are the first evidence to show the intramuscular 

administration of tetanus toxin C-terminal fragment protects motoneurons from death 

induced by chronic glutamatergic stimulation in the spinal cord. We also demonstrated 

for the first time that TrkA receptor of the neuromuscular junction is involved in the 

neuroprotective mechanism of the fragment.  
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I.  INTRODUCCIÓN 

Neurotransmisión glutamatérgica 

El glutamato es un aminoácido que puede ser sintetizado en nuestro organismo, 
principalmente a través de la transaminación del α-cetoglutarato o la desaminación de la 
glutamina. El ácido glutámico es un componente esencial del antioxidante endógeno 
glutatión y por acción de la enzima glutamato descarboxilasa también da origen al ácido 
γ–aminobutírico (GABA). El glutamato es el neurotransmisor excitador más abundante 
en el sistema nervioso central (SNC) de los mamíferos y participa en diversos procesos 
fisiológicos como el desarrollo neuronal, la coordinación motora, la plasticidad 
sináptica y en procesos cognitivos como el aprendizaje y la formación de la memoria 
(Hassel y Dingledine, 2006).  

En una sinapsis glutamatérgica (Figura 1), el glutamato de la presinapsis entra a 
las vesículas sinápticas a través de sus transportadores vesiculares (vGLUT) que 
intercambian un protón por glutamato. La liberación del glutamato de las vesículas 
sinápticas hacia el espacio sináptico es un proceso dependiente de Ca2+ y mediado por el 
complejo de proteínas SNARE. El glutamato en el espacio sináptico puede unirse a sus 
respectivos receptores, de los cuales hablaremos más adelante, o puede ser  removido y 
transportado hacia el interior de las células neuronales o gliales a través de los 
transportadores de aminoácidos excitadores (EAAT1 o GLAST y EAAT2 o GLT1), los 
cuales se encuentran mayormente expresados en los procesos astrocíticos en la sinapsis. 
Al interior de los astrocitos la enzima glutamina sintetasa convierte el glutamato en 
glutamina, la cual puede llegar a las neuronas a través de los transportadores de 
glutamina presentes en las células gliales y neuronas (SN y SA, respectivamente). A 
través de una reacción de desaminación en las neuronas, la enzima mitocondrial 
glutaminasa convierte a la glutamina en glutamato para su consecuente almacenamiento 
dentro de las vesículas sinápticas y reiniciar este ciclo de neurotransmisión conocido 
como el ciclo glutamina-glutamato (Niciu et al., 2012).  

De acuerdo al mecanismo de acción los receptores a glutamato se han 
clasificado como metabotrópicos (mGluR) y ionotrópicos. Los primeros están acoplados 
a diferentes proteínas G, proteínas conformadas por una única cadena polipeptídica con 
siete dominios transmembranales que acoplan su señalización a la actividad de 
segundos mensajeros. De esta manera, los mGluR participan en la actividad sináptica 
excitadora  lenta pero prolongada en el SNC. Por su parte, los receptores ionotrópicos 
están acoplados a canales que permiten el paso selectivo de cationes, razón por la cual 
se encuentran involucrados en la neurotransmisión rápida del cerebro (Hassel y 
Dingledine, 2006). 
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Figura 1. Representación esquemática de una sinapsis glutamatérgica. El glutamato liberado en 
la hendidura sináptica puede activar a sus distintos receptores en la membrana postsináptica, 
dando como resultado un incremento en las concentraciones intracelulares de Ca2+. Este catión 
puede actuar como segundo mensajero y puede también ser almacenado en reservorios 
intracelulares como el retículo endoplásmico y la mitocondria (flechas con líneas punteadas). En 
la mitocondria las flechas negras indican el flujo normal de los iones, mientras que las flechas 
rojas señalan el flujo iónico que resulta cuando el intercambiador invierte su función bajo 
condiciones excitotóxicas. Una descripción más detallada se ofrece a lo largo del texto. Glu, 
glutamato; Gln, glutamina; SN y SA, transportadores de glutamina en los astrocitos y neuronas 
respectivamente; AMPAR, receptor tipo AMPA; GluA2, subunidad correctamente editada que 
hace al receptor impermeable a Ca2+; NMDAR, receptores tipo NMDA; mGluR, receptor 
metabotrópico a glutamato; EAAT, transportador de aminoácidos excitadores, UP, uniportador 
de Ca2+, NCX, intercambiador Na+-Ca2+.    

 
En función del agonista que los activa, los receptores ionotrópicos se han 

clasificado en los receptores de tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) y  los receptores de 
tipo no-NMDA que reconocen al kainato y/o al ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiónico (AMPA). Los receptores ionotrópicos a glutamato son estructuras 
tetraméricas cuya combinación de las distintas subunidades da origen a una amplia 
diversidad de subtipos y le confieren a esta familia de receptores una alta variabilidad 
funcional (Niciu et al., 2012):  
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 El receptor NMDA puede estar conformado por la combinación de las siguientes 
subunidades: la GluN1 con ocho isoformas, la GluN2 con cuatro subunidades 
(A, B, C y D) y la GluN3 con dos subunidades  (A y B). La activación del  
receptor  NMDA facilita  el acceso de Ca2+ y Na+. Además de la unión del 
agonista glutamato, esta activación requiere la unión del co-agonista glicina, así 
como la despolarización de membrana para eliminar el bloqueo del canal por 
Mg2+. Adicionalmente, la función del receptor NMDA puede ser modulada por 
su unión a moléculas como las poliaminas y el ion Zn2+. 
 

 El receptor AMPA puede integrarse de las subunidades que van de la GluA1 a la 
GluA4 en forma de complejos homoméricos o heteroméricos. La activación de 
este receptor depende de su unión al ligando y es independiente de voltaje. Su 
permeabilidad catiónica está determinada por la selección de subunidades que lo 
conforman. La presencia de la subunidad GluA2 le confiere al canal la propiedad 
de ser permeable en mayor proporción al ion Na+. Sin embargo, cuando el 
receptor carece de esta subunidad o ésta no se sometió a las modificaciones post-
transcripcionales respectivas en el sitio Q/R (cambio de una glutamina por 
arginina), el canal se hace preferentemente permeable a Ca2+. 
 

 Los receptores de tipo kainato son selectivamente permeables al Na+, estos 
canales pueden estar ensamblados en homo o heterodímero de las subunidades 
GluK1-3 con baja afinidad por el kainato, y las subunidades GluK4 y 5 con alta 
afinidad por el mismo ligando. 

 

Excitotoxicidad y neurodegeneración 

El Ca2+ es un segundo mensajero cuya importancia radica en que regula una 
gran cantidad de vías de señalización en las células eucariotas. En células en estado de 
reposo la concentración intracelular de Ca2+ libre es 10,000 veces menor que la cantidad 
de este catión en el medio extracelular (~100 nM vs 1-2 mM). Este gradiente se logra 
por la participación de mecanismos homeostáticos en la membrana plasmática como la 
bomba Ca2+-ATPasas, el intercambiador Na+/Ca2+, así como las proteínas quelantes de 
calcio (calbindina, calreticulina, parvalbúmina), y la capacidad del retículo 
endoplásmico para almacenar a este ion a través de sus bombas Ca2+-ATPasas. Cuando 
todos los mecanismos previos fallan en regular la concentración de Ca2+ las 
mitocondrias pueden, aunque transitoriamente, almacenar a este catión en su interior a 
través de los uniportadores de Ca2+. En casos particulares cuando se pierde el potencial 
de membrana mitocondrial como en el proceso excitotóxico, la dirección de los 
intercambiadores de Na+/Ca2+ localizados en la membrana interna puede invertirse y 
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colaborar con la acumulación de este catión en la mitocondria (Figura 1) (Albers y 
Siegel, 2006). El funcionamiento y supervivencia neuronal también están fuertemente 
ligados a la homeostasis de Ca2+ intracelular. En las neuronas este catión participa en 
los procesos de transmisión y plasticidad sináptica, así como en la regulación de la 
expresión genética a través del efecto de unión del Ca2+ a reguladores transcripciones 
(Bading, 2013).  

Bajo situaciones patológicas, en el espacio sináptico se pueden elevar las 
concentraciones de glutamato a niveles tóxicos cuando la liberación del neurotransmisor 
en las terminales neuronales está aumentada,  cuando su sistema de recaptura trabaja de 
maneja ineficiente, o bien, puede ser resultado de la liberación del contenido intracelular 
de glutamato de células vecinas dañadas. Este incremento exacerbado de glutamato en 
la hendidura sináptica sobre-activa a sus receptores y conduce a la consecuente entrada 
masiva de Ca2+ a las neuronas. Cuando la concentración de este catión excede a los 
mecanismos homeostáticos que la regulan, se activa una serie de eventos que pueden 
llevar a la disfunción y muerte de la neurona (Brini et al., 2014). Estos acontecimientos 
inducidos por la exacerbada neurotransmisión glutamatérgica están englobados dentro 
del término de excitotoxicidad.   

La excesiva elevación de Ca2+ intracelular durante el proceso excitotóxico puede 
llevar a la activación de enzimas dependientes de este catión, como algunas nucleasas, 
las proteasas calpaínas y algunas lipasas como la fosfolipasa A2 (Gentile et al., 2012; 
Yang, 2011), las cuales favorecen el daño y la degradación generalizada de la estructura 
celular. La concentración elevada de este catión también pueden incrementar 
significativamente la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno, 
hasta establecer el estado de estrés oxidante, definido como el desequilibrio entre la 
producción de especies reactivas y la capacidad de las defensas antioxidantes endógenas 
(Görlach et al., 2015). Este estado oxidante se ve favorecido por la activación 
dependiente de Ca2+ de la sintasa del óxido nítrico, cuyo producto es clave para 
desencadenar una cascada aún mayor de especies reactivas. Dada su alta reactividad, la 
producción aumentada de estas especies genera la oxidación inespecífica de los lípidos 
de membrana, proteínas y ácidos nucléicos, intensificando así el daño en el proceso 
excitotóxico (Halliwell, 2006).  

Bajas concentraciones de Ca2+ ingresan en la matriz mitocondrial para regular 
algunas vías metabólicas en condiciones fisiológicas, pero en estados patológicos como 
en el proceso excitotóxico, este catión puede acumularse en cantidades tóxicas en este 
organelo. Esta sobrecarga puede colapsar el potencial de membrana mitocondrial y con 
ello afectar directamente la fosforilación oxidativa (Gleichmann y Mattson, 2011; 
Santa-Cruz et al., 2012). Adicionalmente, esta falla en el potencial de membrana 
mitocondrial altera el funcionamiento de la cadena trasportadora de electrones y 
estimula la producción de ROS a través de la oxidación parcial del oxígeno (Halliwell, 



9 
 

2006). Las elevadas cantidades de Ca2+ pueden también estimular la formación del poro 
de transición mitocondrial y con ello facilitar la liberación de factores pro-apoptóticos. 
Adicionalmente, la activación del factor inductor de apoptosis por las calpaínas puede 
estimular la vía apoptótica. En el proceso excitotóxico también se han reportado 
alteraciones del sistema de degradación por proteosoma y la consecuente acumulación 
de agregados proteicos. En su conjunto, estos eventos pueden conducir a la disfunción y 
a la degeneración neuronal (Görlach et al., 2015; Orrenius et al., 2015; Santa-Cruz et 
al., 2012).  

La importancia del proceso excitotóxico mediado por glutamato radica en su 
vinculación con diversas patologías del SNC. El grupo del Dr. Tapia ha demostrado que 
la inyección en hipocampo de 4-aminopiridina (4-AP), un bloqueador inespecífico de 
los canales de K+, estimula la liberación de glutamato endógeno, genera epilepsia y 
conduce a la degeneración de las neuronas piramidales. Estos efectos se reducen casi en 
su totalidad por el antagonismo de los receptores NMDA (Peña y Tapia 2000; Vera y 
Tapia, 2012). De forma semejante, el antagonismo de la neurotransmisión 
glutamatérgica ha mostrado tener efectos anticonvulsivantes y neuroprotectores en otros 
modelos de epilepsia en roedores (Fujikawa, 1995; Sato et al., 1988); además de que ha 
sido eficiente para disminuir el daño neuronal en modelos de isquemia/reperfusión (Bao 
et al., 2001; Görgülü et al., 2000; Ke et al., 2016).  

La excitotoxicidad tiene un papel importante en el estudio de enfermedades 
neurodegenerativas, pues se le ha propuesto como uno de los mecanismos de muerte 
neuronal en estas patologías. Se ha demostrado que agregados del péptido β-amiloide, 
principal componente de las placas seniles que caracterizan a la enfermedad de 
Alzheimer, desestabilizan la homeostasis de Ca2+ y sensibilizan a las neuronas al daño 
excitotóxico (Revett et al., 2013). También se ha estudiado que este péptido β-amiloide 
estimula la liberación de glutamato de los astrocitos, facilitando así el proceso 
excitotóxico que conduce a la disfunción sináptica, la cual puede revertirse usando 
antagonistas glutamatérgicos (Talantova et al., 2013). En modelos transgénicos de la 
enfermedad de Huntington que sobre-expresan la proteína huntingtina, se ha reportado 
que esta proteína sobre-activa a los receptores NMDA (Zeron et al., 2001) y que 
además, la activación de este receptor glutamatérgico intensifica la neurodegeneración 
estriatal en estos animales (Shehadeh et al., 2006).  

La esclerosis lateral amiotrófica (ELA) es una enfermedad degenerativa en la 
que también se ha propuesto al proceso excitotóxico como uno de los mecanismos 
responsables de la muerte neuronal. Ya que el presente trabajo se centra en estudiar 
estrategias de neuroprotección en un modelo que asemeja características 
fisiopatológicas de la ELA, hablaremos en extenso sobre esta enfermedad en las 
siguientes secciones.   
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Motoneuronas y la médula espinal 

Las motoneuronas (MNs) son las células encargadas de la ejecución de los 
movimientos voluntarios y se dividen en dos grupos según su localización (Figura 2A) 
(Afifi y Bergman, 2005): 

 MNs superiores: el soma de estas neuronas glutamatérgicas se encuentra en la 
corteza (también conocidas como células de Betz) o tallo cerebral y sus axones 
forman a los tractos descendentes, cuyas terminaciones interactúan directa o 
indirectamente (a través de las interneuronas) con las MNs espinales. Estos 
tractos descendentes conforman al sistema piramidal (donde se incluye al tracto 
corticoespinal) y el extrapiramidal.  
 

 MNs inferiores: estas neuronas de naturaleza glutamatérgica se localizan en el 
asta ventral de la médula espinal y sus axones se proyectan hasta inervar 
directamente al músculo esquelético. 

 

Figura 2. Motoneuronas y médula espinal. A. Representación esquemática de la ubicación de 
las MNs superiores e inferiores, así como la conexión de éstas últimas con la musculatura 
esquelética. B. Corte transversal de la médula espinal lumbar de rata que representa algunas 
regiones anatómicas de relevancia descritas en el texto.  

Entre los componentes del sistema motor previamente descrito, la médula espinal es 
la que controla el movimiento muscular voluntario de las extremidades y del torso del 
cuerpo, además de que recibe información sensorial de estas mismas regiones. También 
regula a la mayoría de las vísceras y la irrigación sanguínea del tórax, abdomen y pelvis 
(Watson y Kayalioglu, 2009).   
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La forma de la médula espinal es de un cilindro continuo con dos engrosamientos a 
la altura de la región cervical y lumbar, correspondientes a las zonas de  inervación de 
las extremidades superiores e inferiores. Longitudinalmente se divide en segmentos 
según su morfología y función. La mayoría de los mamíferos tiene un patrón de 
segmentos espinales muy similares. El humano tiene 31 segmentos: 8 cervicales, 12 
torácicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coxígeo; mientras que la rata presenta 34 segmentos: 
8 cervicales, 13 torácicos, 6 lumbares, 4 sacros y 3 coxígeos. Su estructura está cubierta 
de membranas de tejido conectivo que son la continuación de las meninges del encéfalo 
(piamadre, aracnoides y duramadre como la más externa). El espacio subaracnoideo 
comprendido entre la piamadre y la aracnoides contiene al líquido cefalorraquídeo y el 
espacio epidural, localizado entre la duramadre y el canal vertebral, contiene tejido 
graso y vasos linfáticos y sanguíneos de pequeño calibre (Watson y Kayalioglu, 2009).   

En un corte transversal (Figura 2B), se puede observar que la médula espinal 
está compuesta por la denominada materia blanca en la región circundante y por materia 
gris en la parte interna con una disposición aparente en forma de mariposa o “H”. 
Ambas regiones contienen células gliales, pero la materia blanca se compone 
mayoritariamente de funículos (dorsal, lateral y ventral) compuestos de fibras 
ascendentes y descendentes, mientras que la materia gris alberga a los somas neuronales 
(Watson y Kayalioglu, 2009). La materia gris se subdivide en dos regiones: el asta 
dorsal que alberga a las interneuronas y a las proyecciones aferentes de las neuronas 
sensoriales del ganglio de la raíz dorsal, y el asta ventral donde se localizan algunos 
grupos de interneuronas y las MNs. Éstas últimas pueden tener funciones viscerales o 
somáticas. Las MNs viscerales o autónomas se localizan en la zona medial entre el asta 
dorsal y ventral e inervan al músculo liso y a las glándulas. Las MNs somáticas inervan  
al músculo esquelético para señalizar movimientos voluntarios y en su mayoría 
pertenecen al denominado tipo alfa (inervan a las fibras musculares extrafusales), en 
menor proporción se presentan las MNs gama (inervan fibras intrafusales) y 
escasamente también existen las MNs somáticas de tipo beta que inervan 
indistintamente a las fibras intra o extrafusales (McHanwell y Watson, 2009).   

 
La esclerosis lateral amiotrófica 

Las enfermedades de la neurona motora son un conjunto heterogéneo de 
desórdenes neurológicos definidos y caracterizados por la degeneración específica de 
las MNs. La ELA es la forma más común y severa de estas patologías, con una 
incidencia mundial reportada de ~2.6 casos (en todos los casos la incidencia es por 
c/100,000 habitantes). Los datos más actuales en nuestro continente indican que en 
Norteamérica la frecuencia es de ~1.9 casos y, aunque no encontramos datos del resto 
de países latinoamericanos, sabemos que la incidencia de ELA es de ~1.4 en Uruguay 
(Chiò et al., 2013). En México el estudio epidemiológico sobre esta neuropatología se 



12 
 

encuentra rezagado, reportando en el año de 1972 una prevalencia de sólo ~0.8 casos 
(Olivares et al., 1972).  

La ELA fue descrita por primera vez por el neurólogo francés Jean-Martin 
Charcot en el año de 1869. La enfermedad también fue conocida como esclerosis de 
Charcot y como enfermedad de  Lou Gehrig, en honor a un famoso beisbolista 
estadunidense afectado por la enfermedad en la década de 1930 (Cleveland y Rothstein, 
2001). La denominación de “esclerosis”  hace referencia al endurecimiento de los 
tractos corticoespinales que corren a lo largo del funículo “lateral” de la médula espinal 
(Figura 2B), como resultado de la intensa gliosis que se presenta sobre las zonas de 
neurodegeneración. Por su parte, el calificativo de “amiotrófica” refiere a la atrofia de 
las fibras musculares como consecuencia de la denervación en respuesta a la muerte de 
las MNs (Rowland y Shneider, 2001).  

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la muerte 
crónica y progresiva de las MNs, tanto superiores como inferiores, con excepción de las 
MNs del núcleo oculomotor y del núcleo de Onuf, localizadas respectivamente en el 
tallo cerebral y la región sacra de la médula espinal (Brooks, 1994; Mancuso y Navarro, 
2016). La población mayormente afectada abarca a los adultos mayores entre los 54 y 
67 años de edad (Chiò et al., 2013), presentando una mayor incidencia entre los 
hombres en una proporción 3:2, con respecto a las mujeres (Manjaly et al., 2010).   

Cuando la neurodegeneración inicia a la altura del tallo cerebral se clasifica a la 
ELA como de inicio bulbar (~25% de los casos), y cuando el proceso inicia en la 
médula es de inicio espinal  (~75%). Aunque hasta el momento no se ha descrito que la 
neurodegeneración tenga preferencia por avanzar en dirección cefálica o caudal, está 
bien establecido que en la ELA el proceso de muerte suele diseminarse desde el sitio de 
origen hasta abarcar a todas las MNs, tanto superiores como inferiores (Ravits y La 
Spada, 2009). Como resultado, las manifestaciones clínicas más comunes son debilidad 
y atrofia muscular, fasciculaciones (movimientos musculares finos involuntarios), 
hiperreflexia y espasticidad, hasta llegar a la parálisis (Cleveland y Rothstein, 2001). 
Finalmente, y a pesar del uso de algunos fármacos en combinación con las terapias 
paliativas, la muerte del paciente acontece a causa de complicaciones respiratorias 
después de 2-4 años de haber iniciado la enfermedad, y sólo un 10-20% sobrepasan esta 
expectativa de vida (Chiò et al., 2009). 

 
Etiología de la enfermedad 

Aproximadamente el 90% de los casos de ELA se consideran de tipo esporádico 
pues se desconoce la etiología de la enfermedad en estos pacientes. En el ~10% restante 
la neurodegeneración está asociada a alteraciones genéticas y se denomina ELA 
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familiar. En ambos casos la sintomatología motora es muy similar. Sin embargo, en los 
pacientes con ELA esporádica no son frecuentes las alteraciones en el estado de 
conciencia o del juicio, mientras que en los casos familiares cerca del 60% de los 
pacientes presentan síntomas de demencia frontotemporal 1-2 años antes de presentar 
las alteraciones motoras (Hu et al., 1999). La vinculación entre estas dos enfermedades 
radica en la coincidencia de algunos genes dañados en ambas patologías (Cleveland y 
Rothstein, 2001; Lattante et al., 2015). En la ELA familiar las mutaciones más 
frecuentes se encuentran en los genes codificantes para las proteínas C9orf72 y la 
enzima superóxido dismutasa Cu-Zn (SOD1), en menor medida le siguen las 
alteraciones en los genes para las proteínas FUS, TDP-43  y secuestrosoma-1 (Lattante 
et al., 2015).  

Con respecto a la etiología de la ELA esporádica, aún cuando no se conocen con 
precisión los mecanismos que inducen la muerte de las MNs, se ha propuesto que 
pudiera ser una enfermedad multifactorial. Entre los posibles mecanismos involucrados, 
no excluyentes uno del otro, se encuentran: la excitotoxicidad, el estrés oxidante, 
alteraciones energéticas mitocondriales, el transporte axonal alterado, agregación 
proteica, estrés reticular, procesamiento anormal del RNA y la neuroinflamación 
(Cleveland y Rothstein, 2001; Mancuso y Navarro, 2015). Hasta el momento no se sabe 
si estos mecanismos son la causa inicial o consecuencia del proceso de 
neurodegeneración, pero hay evidencias que destacan la participación del proceso 
excitotóxico mediado por glutamato en esta patología.  

En ensayos clínicos se han detectado elevados niveles de glutamato en el líquido 
cefalorraquídeo de pacientes con ELA esporádica (Rothstein et al., 1990; Shaw et al., 
1995; Spreux-Varoquaux et al., 2002). Sin embargo, existe controversia a este respecto 
ya que algunos grupos no han podido reproducir estos hallazgos (Perry et al., 1990; 
Ryberg et al., 2003). En estudios realizados sobre el tejido post mortem se ha 
encontrado también que la expresión del transportador de aminoácidos excitadores 
EAAT2 se encuentra reducida en la médula espinal y la corteza cerebral de pacientes 
con ELA (Fray et al., 1998; Rothstein et al., 1995; Sasaki et al., 2000). Adicionalmente 
hay que destacar que el Riluzol, cuyo mecanismo de acción consiste en la disminución 
de la   al inhibir los canales de Na+ necesarios para la neurotransmisión glutamatérgica
liberación del neurotransmisor, es el único fármaco que ha logrado incrementar 
significativamente, aunque en forma modesta (2-3 meses), la esperanza de vida de los 
pacientes (Goyal y Mozaffar, 2014). 

Por otro lado, diversos estudios han aportado información relevante acerca de la 
susceptibilidad de las MNs frente al proceso excitotóxico, respaldando así la hipótesis 
de que este estímulo tóxico es crucial en la fisiopatología de la ELA (Corona et al., 
2007; Jaiswal, 2014). En el tejido post mortem de pacientes controles, se halló que la 
población de MNs vulnerables en la ELA expresan de 5 a 6 veces menor cantidad de 
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calbindina y de parvalbúmina (proteínas de unión a Ca2+), en comparación con las  MNs 
resistentes a la muerte como aquellas del núcleo oculomotor y del núcleo de Onuf 
(Alexianu et al., 1994). Estas diferencias son aún más evidentes en un estudio con 
microarreglos, donde se demuestra que el perfil transcripcional de la población de MNs 
sensibles a la degeneración dista mucho del perfil de las neuronas resistentes, 
especialmente en genes relacionados con la transmisión sináptica, la función 
mitocondrial, el sistema de degradación por proteosoma y algunos factores 
transcripcionales (Brockington et al., 2013). 

En cultivos primarios mixtos de médula espinal se observó que las MNs son 
particularmente susceptibles a la muerte inducida por el estímulo del agonista AMPA, 
en comparación con otras subpoblaciones neuronales espinales (Carriedo et al., 1996). 
Este mismo grupo demostró que el estímulo con AMPA sobre las MNs en cultivo 
incrementa drásticamente y de forma transitoria las concentraciones intracelulares de 
Ca2+ y, que además, promueve la pérdida del potencial de membrana mitocondrial e 
incrementa la producción intracelular de ROS (Carriedo et al., 2000). En estos trabajos 
se concluye que esta vulnerabilidad se debe a la elevada expresión de canales AMPA 
permeables al ion Ca2+ en las MNs espinales. Como se mencionó al inicio de la 
introducción, la presencia de la subunidad GluA2 correctamente editada en el receptor 
AMPA le confiere al canal la permeabilidad preferente para Na+, pero  alteraciones en 
su edición post-transcripcional y/o la ausencia de esta subunidad cambian la 
permeabilidad del receptor hacia Ca2+.  

Lo anterior resulta interesante ya que en el tejido espinal de personas control se 
demostró, a través de un ensayo de hibridación in situ, que las MNs no expresan la 
subunidad GluA2 (Williams et al., 1997). Además se evidenció que entre diferentes 
tipos neuronales de pacientes controles, sólo las MNs espinales expresan bajas 
concentraciones del RNA mensajero para GluA2, en comparación son las otras 
subunidades del receptor AMPA (Kawahara et al., 2003). Se hallaron también bajas 
concentraciones (con respecto al control) del RNA mensajero para dicha subunidad en 
homogenados de tejido espinal de pacientes con ELA (Virgo et al., 1996). Otros 
trabajos, aunque no reportan esta baja expresión de GluA2, sí demuestran una deficiente 
edición post-transcripcional en el sitio Q/R específicamente en las MNs espinales de 
pacientes con ELA (Hideyama et al., 2012; Kawahara et al., 2004). La enzima ADAR2 
es la encargada de la edición post-transcripcional de GluA2 y las alteraciones en la 
edición del receptor AMPA se han asociado a la escasa expresión de este enzima en las 
MNs espinales de los pacientes diagnosticados con ELA (Hideyama et al., 2012; Kwak 
y Kawahara, 2005).  

En la médula espinal de rata la subunidad GluA2 también tiene una baja 
expresión (Sun et al., 2005) y el grupo del Dr. Tapia ha demostrado que hay una clara 
susceptibilidad de las MNs espinales de rata a la excitotoxicidad mediada por AMPA. 
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La descripción de estos experimentos y de los modelos de neurodegeneración espinal a 
los que dieron lugar, se describen a detalle en el siguiente apartado.  

Con respecto a las MNs de la corteza, mientras algunos grupos muestran 
evidencia de que estas neuronas en personas control no expresan la subunidad GluA2 
(Williams et al., 1997), otros trabajos señalan no sólo haberla encontrado, sino además 
muestran que su edición post-transcripcional es correcta en casi la totalidad del tejido 
cortical de pacientes controles (Akbarian et al., 1995; Paschen et al., 1994). Aunque no 
hallamos trabajos en los que se estudie a GluA2 en la corteza cerebral de pacientes con 
ELA, se tiene el antecedente de que un estímulo excitotóxico con glutamato en cultivos 
de neuronas corticales puede disminuir la actividad enzimática de ADAR2, y con ello 
incrementar la expresión de la subunidad no editada, acrecentando así permeabilidad a 
Ca2+ en los receptores AMPA (Mahajan et al., 2011). 
 

Modelos farmacológicos de neurodegeneración espinal 

En el laboratorio del Dr. Tapia, los primeros experimentos realizados en la 
médula espinal de rata se enfocaron en estudiar la susceptibilidad de las MNs espinales 
in vivo frente a diferentes estimulaciones del sistema glutamatérgico. Para ello, en una 
rata anestesiada se infundieron distintos fármacos en el asta ventral de la médula espinal 
lumbar a través de microdiálisis. Los resultados demuestran que la inhibición aguda de 
los transportadores de glutamato con L-trans-pirrolidina-2,4-dicarboxilato (PDC) no 
daña a las MNs, a pesar de que se incrementa intensamente y de forma transitoria la 
concentración extracelular de este neurotransmisor. De manera similar la infusión de 
NMDA, kainato o 4-aminopiridina (que induce la liberación de glutamato endógeno) 
resultó inocua para las neuronas motoras espinales (Corona y Tapia, 2004). Por el 
contrario, la administración aguda de AMPA 6 mM produjo la muerte de ~90% de las 
MNs ubicadas del lado ipsilateral a la zona de inyección de este compuesto. Como 
resultado, los animales desarrollaron parálisis unilateral de los cuartos traseros a las 12-
24 h después del tratamiento (Corona y Tapia, 2004). A este protocolo de 
administración de AMPA por microdiálisis se denominó como el “modelo agudo de 
neurodegeneración espinal”.  

En experimentos posteriores se demostró que la muerte de las MNs espinales en 
este modelo es dependiente de la activación de los receptores AMPA permeables a Ca2+ 
y del aumento intracelular de este catión, ya que el uso de un bloqueador de estos 
receptores y un quelante de Ca2+ intracelular (BAPTA-AM) es suficiente para disminuir 
significativamente la neurodegeneración (Corona y Tapia, 2007). También se demostró 
que la infusión aguda de AMPA no estimula el incremento de marcadores de estrés 
oxidante como la 2,7-diclorofluoresceína y la inmunoreactividad para la 3-nitrotirosina 
en el tejido espinal (Santa-Cruz y Tapia, 2014). Por su parte, las mitocondrias aisladas 
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de la médula espinal de ratas sometidas a este modelo agudo de excitotoxicidad, 
presentaron alteraciones morfológicas como hinchamiento y desorganización de las 
crestas mitocondriales, así como una actividad disminuida de los complejos 
mitocondriales I y IV (Santa-Cruz et al., 2016).  

Siguiendo el fundamento de los experimentos previos, el grupo del Dr. Tapia 
desarrolló el “modelo crónico de degeneración espinal”. En este caso el agonista AMPA 
en concentración 7.5 mM se administra de forma gradual y crónica en la médula espinal 
lumbar de la rata a través de minibombas osmóticas conectadas a una cánula que queda 
insertada en el tejido espinal. Como resultado, la neurodegeneración espinal se presenta 
de forma bilateral en las astas ventrales y la parálisis es progresiva hasta que se 
establece la inmovilidad total de ambas patas traseras (Tovar-y-Romo et al., 2007). De 
forma semejante a los resultados obtenidos en el modelo agudo, se demostró que el 
bloqueo crónico de los transportadores de glutamato usando PDC o DL-treo-β-
benziloxiaspartato, a pesar de incrementa de forma mantenida los niveles extracelulares 
de glutamato en la médula espinal, no provoca la muerte de las MNs (Tovar-y-Romo et 
al., 2009). Los puntos a resaltar en este último modelo son que el proceso de 
neurodegeneración al ser progresivo y bilateral, asemeja algunas características 
histopatológicas de la ELA. Adicionalmente, la exclusión de alteraciones genéticas en el 
procedimiento coincide con la vasta mayoría de casos esporádicos de esta enfermedad. 

La evaluación de terapias para la ELA ha sido ampliamente estudiada en 
modelos transgénicos de la enfermedad de tipo familiar y, ya que referiremos a uno de 
ellos más adelante, ofrecemos una breve descripción. Aunque el número de cepas 
transgénicas de ELA familiar va en aumento, hasta el momento el modelo  más 
utilizado ha sido el ratón SOD1-G93A. La alteración genética en esta cepa radica en la 
sustitución de una glicina por alanina en la posición 93 de la proteína SOD1. El fenotipo 
de estos animales puede intensificarse o acelerarse según la programación del número 
de copias de la proteína mutada pero, en esencia, la cepa se caracteriza por presentar 
una parálisis progresiva de las extremidades como resultado de la muerte de las MNs 
superiores e inferiores, además de que exhiben una esperanza de vida reducida en 
comparación con las cepas silvestres (Gurney et al., 1994; Haenggeli y Kato, 2002). La 
neurodegeneración en este modelo se ha asociado no sólo a la pérdida de la capacidad 
antioxidante de la SOD1, sino también a que la enzima mutada puede incrementar la 
producción de ROS y con ello estimular el daño oxidante en las células (Beckman et al., 
2001; Liu et al., 2002; Mattiazzi et al., 2002). 
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II.  PRIMERA ESTRATEGIA: SUSTRATOS ENERGÉTICOS  

 

ANTECEDENTES   

Estimulación del metabolismo energético como estrategia de neuroprotección  

En el capítulo previo se describió que, durante el proceso excitotóxico la 
mitocondria juega un papel importante como regulador de la homeostasis del Ca2+ 
intracelular. Sin embargo, también es cierto que su función en el metabolismo oxidativo 
celular  no está exenta de alteraciones y daños frente a este estímulo tóxico. 

La exposición de cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo (CGN) a 
un tratamiento agudo con glutamato genera un incremento exacerbado de las 
concentraciones intracelulares de Ca2+ y también una desregulación total de los sistemas 
homeostáticos de este catión (Castilho et al., 1998, Ward et al., 2000). Este incremento 
de Ca2+ intracelular tiene alcances mucho mayores, pues también puede provocar la 
disminución de la respiración mitocondrial y provocar el desacople entre la respiración 
y la fosforilación oxidativa. Incluso, puede inducir el colapso del potencial de 
membrana mitocondrial que precede a la muerte neuronal (Ankarcrona et al., 1996). 
Adicionalmente, el proceso excitotóxico puede estimular la excesiva producción de 
ROS, especialmente al interior de las mitocondrias despolarizadas, y exacerbar así el 
daño mitocondrial y la muerte neuronal (Castilho et al., 1999).  

Se ha demostrado que la administración sistémica y crónica de un inhibidor 
metabólico como el iodoactetato (bloqueador de la enzima glucolítica gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa), incrementa significativamente la vulnerabilidad del hipocampo 
a la neurodegeneración inducida por glutamato in vivo (Massieu et al., 2000). Incluso, 
aun cuando la administración intraestriatal o intrahippocampal de PDC (bloqueador de 
la recaptura de glutamato) es inocua, se puede generar un intenso daño neuronal si se 
administra simultáneamente con el ácido 3-nitropropiónico (3-NPA) que inhibe a la 
enzima succinato deshidrogenasa del ciclo del ácido tricarboxílico (TCA) (Sánchez-
Carbente y Massieu, 1999). Por el contrario, y como describimos en las siguientes 
páginas, hay antecedentes donde se demuestra que la estimulación del metabolismo 
energético puede promover la supervivencia celular.  
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Figura 3.- Integración de los sustratos energéticos al metabolismo oxidativo celular. En letras 
negritas se resaltan a los sustratos con los que se trabajó en este proyecto. El diagrama trata de 
representar que independiente del sitio en el que se incorporen los sustratos, todos ellos 
estimulan la producción de agentes reductores que serán utilizados para promover la 
fosforilación oxidativa.  

El piruvato, producto final de la glucólisis aerobia, es considerado como un 
sustrato energético para la célula, ya que después de internalizarse en las células a través 
de los transportadores de monocarboxilatos, puede descarboxilarse e incorporarse al 
ciclo del TCA para estimular la producción energética en la célula (Figura 3). En 
cultivos neuronales primarios la suplementación con este sustrato, o de su forma 
reducida, el lactato, disminuye significativamente la neurodegeneración inducida por la 
exposición aguda a glutamato (Jekabsons y Nicholls, 2004; Laird et al., 2013; Miao et 
al., 2011). Incluso, estas moléculas son capaces de revertir la disminución en la 
capacidad respiratoria mitocondrial y la depleción de adonosín trifosfato (ATP) 
provocada por este estímulo excitotóxico (Jourdain et al., 2016; Laird et al., 2013). El 
efecto neuroprotector del piruvato y del lactato se ha evaluado también en cultivos o 
rebanadas cerebrales expuestas a al agonista glutamatérgico NMDA, con resultados 
muy semejantes. Se ha evidenciado también la eficacia de estos sustratos para recuperar 
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los niveles de ATP, desestabilizados previamente por un evento excitotóxico (Izumi y 
Zorumski, 2010; Maus et al., 1999). Con respecto a los antecedentes in vivo, aunque 
escasos, se ha descrito que la administración sistémica de piruvato protege exitosamente 
de la muerte neuronal inducida por kainato en diversas regiones cerebrales, aunque en 
este caso se propone al incremento de la proteína de choque térmico HSP70 como la 
mediadora de la protección (Kim et al., 2007). Este mismo monocarboxilato logró 
disminuir exitosamente el daño neuronal generado por la inyección de glutamato en el 
núcleo estriado de ratas tratadas con la toxina mitocondrial 3-NPA (Massieu et al., 
2001).   

La acetona, el acetoacetato (ACAC) y el β-hidroxibutirato (BHB) son los 
denominados cuerpos cetónicos, que se producen a partir de la degradación de los 
ácidos grasos en el hígado por la vía conocida como cetogénesis. Con excepción de la 
acetona que es una molécula muy volátil, el resto de los cuerpos cetónicos son 
sustancias solubles que  logran internalizarse en el músculo esquelético, riñones y 
sistema nervioso a través de los trasportadores de monocarboxilatos y, al interior de las 
células, pueden incorporarse al ciclo del TCA en forma de acetil-coA (Figura 3) 
(McKenna et al., 2006). Estos sustratos energéticos han demostrado, al igual que el 
piruvato y lactato, ser eficaces en disminuir la muerte de cultivos neuronales expuestos 
a un estímulo excitotóxico con glutamato (Jeong et al., 2011; Laird et al., 2013; 
Maalouf et al., 2007; Noh et al., 2006). En estos estudios es evidente que la 
excitotoxicidad afecta fuertemente la actividad mitocondrial, por lo que se propone que 
la protección desplegada por los cuerpos cetónicos pudiera depender de su capacidad 
para incrementar la respiración mitocondrial (Laird et al., 2013; Maalouf et al., 2007), 
así como por su eficacia para regular y mantener los niveles de dinucleótido de 
nicotinamida y adenina reducido (NADH), y con ello, disminuir el estrés oxidante en 
estas células expuestas a glutamato (Maalouf et al., 2007). En modelos in vivo se ha 
demostrado que la dieta cetógenica también es eficaz para reducir el daño hipocampal 
generado por la inyección del agonista glutamatérgico kainato. Aunque en este caso, la 
protección se asocia a la diminución de los mediadores inflamatorios bajo estas 
condiciones dietéticas (Jeong et al., 2011). También se ha estudiado que los cuerpos 
cetónicos son capaces de disminuir las lesiones en el encéfalo generadas por la 
inyección de glutamato, o la inhibición de su recaptura, en ratas tratadas con el 3-NPA o 
iodoacetato (Massieu et al., 2001; 2003; Mejía-Toiber et al., 2006).  

Adicionalmente a estos trabajos en donde los sustratos energéticos piruvato, 
lactato y cuerpo cetónicos protegen del daño inducido por estímulos excitotóxicos, 
generalmente in vitro, existen varios estudios en los que se demuestra la eficacia de 
estas moléculas para disminuir los efectos nocivos en modelos animales de isquemia e 
hipoglucemia (Berthet et al., 2009; Julio-Amilpas et al., 2015), así como en modelos 
transgénicos de la enfermedad de Alzheimer (Wang  et al., 2015; Yin et al., 2016) y 
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modelos farmacológicos de la enfermedad de Parkinson (Cheng  et al., 2009; Satpute et 
al., 2013) y Huntington (Lim et al., 2011; Ryu et al., 2003).  

Es importante destacar que entre los sustratos energéticos de los que hemos 
hablado en este capítulo, el piruvato se caracteriza estructuralmente por ser un α-
cetoácido carboxílico. Estos ácidos tienen la capacidad de actuar como antioxidantes al 
neutralizar al peróxido de hidrógeno (H2O2) a través de una reacción de 
descarboxilación no enzimática (Lopalco et al., 2016; Lopalco y Stella, 2016). Por su 
parte, los cuerpos cetónicos ACAC, D-BHB y L-BHB (isómero metabólicamente 
inactivo) comparten una fuerte capacidad antioxidante frente al anión hidroxilo, 
mientras que el ACAC también puede neutralizar al ácido hipocloroso, al peroxinitrito y 
al oxígeno singulete (Haces et al., 2008), aunque para estos casos se desconoce el 
mecanismo de reacción. La capacidad del piruvato y el BHB para proteger cultivos 
celulares de la citotoxicidad inducida con H2O2 se ha asociado directamente a la 
capacidad antioxidante de estas moléculas (Cheng et al., 2013; Desagher et al., 1997; 
Wang et al., 2007).   

Enseguida se presenta un artículo en el que evaluamos el efecto de 
neuroprotección de algunos sustratos energéticos y antioxidantes en un modelo de 
excitotoxicidad in vivo en el hipocampo de rata. Los resultados obtenidos en dicho 
trabajo son uno de los antecedentes directos de este proyecto.  
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ARTÍCULO ORIGINAL: Los sustratos energéticos protegen al hipocampo del 
daño excitotóxico in vivo 

 

Energy substrates protect hippocampus against endogenous glutamate-mediated 
neurodegeneration in awake rats 

Citlalli Netzahualcoyotzi y Ricardo Tapia 
Neurochemical Research 2014;39(7):1346-54. 

 

En experimentos con ratas anestesiadas y en libre movimiento, el grupo del Dr. Tapia ha 
demostrado que la administración en el hipocampo de 4-AP, un bloqueador de canales 
de K+, estimula la liberación de glutamato desde las terminales sinápticas, genera 
epilepsia de forma inmediata y neurodegeneración tardía en las zonas CA1 y CA3. Ya 
que estos efectos tóxicos se inhiben al administrar al antagonista MK-801, sabemos que 
los efectos de la 4-AP se deben a la sobre-activación del receptor NMDA debido al 
exceso de glutamato liberado (Peña y Tapia 1999; 2000; Vera y Tapia, 2012). Con el 
objetivo de averiguar la participación del metabolismo energético y el estrés oxidante 
durante el proceso de neurodegeneración inducido por excitotoxicidad in vivo en el 
hipocampo, evaluamos el posible efecto protector de distintos sustratos energéticos 
(piruvato, ACAC, BHB y α-cetoglutarato), así como el de algunos antioxidantes 
(ascorbato y glutatión, este último en forma de etil éster lo que facilita la entrada del 
antioxidante a la célula, Zeevalk et al., 2007). Para logarlo, a ratas en libre movimiento 
les administramos a través de microdiálisis en la región CA1 (unilateral) del hipocampo 
la 4-AP sola, o en combinación con algunos de los sustratos. La perfusión de 4-AP 
indujo convulsiones conductuales así como en el registro encefalográfico, que 
evolucionaron hasta establecer un status epiléptico. A este respecto, sólo el BHB en sus 
dos formas isoméricas (D- y L-) logró incrementar la latencia para llegar al status. La 4-
AP también provocó la pérdida de casi la totalidad de neuronas piramidales de CA1 y 
CA3 del lado ipsilateral. Por su parte, todos los sustratos energéticos disminuyeron 
aproximadamente en un 50% la muerte neuronal, mientras que la protección ejercida 
por los antioxidantes fue significativamente menor. Nuestros resultados aluden a que la 
suplementación de sustratos mitocondriales le permite a las neuronas contrarrestar la 
cascada de eventos tóxicos generados por la estimulación glutamatérgica. Esto sugiere 
que la disfunción energética mitocondrial, a diferencia del estrés oxidante, está 
fuertemente involucrada en el mecanismo de neurodegeneración inducida por el proceso 
excitotóxico en el hipocampo in vivo. Adicionalmente, encontramos un discreto efecto 
anticonvulsivante generado por la administración aguda de los cuerpos cetónicos, el 
cual ya ha sido descrito previamente por otros grupos.  
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Abstract Excitotoxicity due to excessive glutamatergic

neurotransmission is a well-studied phenomenon that has

been related to the mechanisms of neuronal death

occurring in some disorders of the CNS. We have pre-

viously shown that the intrahippocampal perfusion by

microdialysis of 4-aminopyridine (4-AP) in rats stimulates

endogenous glutamate release from nerve endings and this

results in excitotoxic effects such as immediate seizures

and delayed neuronal death, due to the overactivation of

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. To study whe-

ther mitochondrial energy dysfunction and oxidative

stress could be involved in this 4-AP-induced excitotox-

icity, we evaluated in awake rats the protective effect of

several energy substrates and antioxidant compounds,

using microdialysis, electroencephalographic (EEG)

recording and histological analysis. The 4-AP-induced

behavioral and EEG seizures, which progressed to status

epilepticus in about 30 min, were prevented by the

NMDA receptor antagonist MK-801, whereas acetoace-

tate, DL- and L-b-hydroxybutyrate did not protect against

seizures but increased the latency to the onset of status

epilepticus; pyruvate, a-ketoglutarate and glutathione

ethyl ester did not show any protective effect. 4-AP also

produced nearly complete loss of pyramidal neurons in

CA1 and CA3 regions of the ipsilateral hippocampus 24 h

after the experiment. MK-801 totally prevented this neu-

ronal death and the energy substrates tested protected by

about 50 %, whereas the antioxidants showed only a weak

protection. We conclude that ketone bodies possess weak

anticonvulsant effects and that energy metabolism

impairment plays a more important role than oxidative

stress in the delayed hippocampal neurodegeneration

resulting from the excitotoxic action of 4-AP mediated by

endogenous glutamate.

Keywords Hippocampus � Excitotoxicity �
4-Aminopyridine � Energy substrates �
Ketone bodies � Glutamate

Abbreviations

4-AP 4-Aminopyridine

ACAC Acetoacetate

DL-bHB DL-b-Hydroxybutyrate

EEG Electroencephalogram

GEE Glutathione ethyl ester

GSH Reduced glutathione

KB Ketone bodies

NMDA N-Methyl-D-aspartate

Pyr Pyruvate

aKG a-Ketoglutarate

Introduction

Excitotoxicity due to excessive glutamatergic neuro-

transmission has been related to the mechanisms of neu-

ronal death occurring in some acute and chronic disorders

of the CNS, such as epilepsy, anoxia-ischemia, cerebral

trauma, and several neurodegenerative disorders such as

Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, and amyotro-

phic lateral sclerosis. We have previously shown that the

intrahippocampal perfusion by microdialysis of 4-amino-

pyridine (4-AP) in anesthetized and awake rats stimulates

endogenous glutamate release from nerve endings and this
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results in excitotoxic effects such as immediate seizures

and delayed neuronal death, effects that are mediated by

overactivation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors

because they are prevented by antagonists of this receptor

[1–3].

This type of excitotoxic-induced damage involves a

disruption of intracellular calcium homeostasis due to an

increase in the cytoplasmic Ca2? concentration, conse-

quent to NMDA receptor opening that exceeds the buf-

fering Ca2? mechanism of the neuron. This in turn

overloads mitochondria and generates reactive oxygen

species and energy failure, resulting in neuronal death [4–

7]. Accordingly, some oxidative substrates of metabolic

pathways have been shown to protect cells in different

models of neurodegeneration. Pyruvate (Pyr), an end

product of glycolysis, restored ATP levels and showed

protective action against excitotoxic and metabolic insults

in neuronal cultures [8] and in brain slices [9, 10].

In vivo, Pyr restored ATP levels and reduced tissue

damage under hypoxic-ischemic encephalopathy in

rodents [11]. Ketone bodies (KB), by-products from fatty

acids catabolism that can be used as energy source when

glucose is not readily available, such as D-b-hydroxybu-

tyrate (D-bHB) and acetoacetate (ACAC), protect neurons

against excitotoxic and metabolic insults in cultures and

in brain slices [12–15]. Furthermore, KB possesses anti-

convulsant effects in both experimental and human epi-

lepsy [16].

Therefore, and in view that few studies have been car-

ried out in vivo, we considered of interest to study whether

alterations of energy metabolism and/or oxidative stress

may be involved in the 4-AP-induced excitotoxicity in the

hippocampus of awake rats. For this purpose, we evaluated

the effect of the energy substrates Pyr, DL-bHB, ACAC and

a-ketoglutarate (aKG), as well as the antioxidants L-bHB

and glutathione ethyl ester (GEE) on both the convulsant

and the neurotoxic action of 4-AP, by means of microdi-

alysis, electroencephalographic (EEG) recording and his-

tological analyses.

Materials and Methods

Adult male Wistar rats (220–240 g) were used in all

experiments and were handled in accordance with

international standards of animal welfare and with

approval of the Local Animal Care Committee. All

efforts were made to avoid unnecessary suffering of the

animals. All drugs were purchased from Sigma, St.

Louis, MO, USA. Surgery, microdialysis and EEG

recording were carried out essentially as previously

reported [3], and therefore only a brief description will

be given below.

Surgery

Briefly, rats were anesthetized with 0.5–2.0 % isoflurane in

95 % O2/5 % CO2 mixture, placed in a stereotaxic frame,

and implanted with two cranial electrode screws over the

parietal cortex for EEG recording and with a cannula guide

in the right dorsal hippocampus (coordinates from bregma:

AP -3.6, L ?2.4 and V -2.6 [17] ). The electrodes and

cannula guide were fixed to the skull with dental cement.

After surgery, anesthesia was discontinued, and rats were

returned to individual cages and provided with food and

water ad libitum.

Microdialysis and EEG Recording

Five days after surgery, the microdialysis was carried out in

the awake, freely moving rats, to avoid the effects of

anesthesia on glutamatergic neurotransmission [18]. Pre-

viously water-flushed microdialysis cannulas (CMA/12,

CMA Solna, Sweden) were inserted into the cannula guide,

to reach the vertical coordinate mentioned above. The

animals were then placed in the bowl of a free-movement

microdialysis system (CMA 120), and the cannulas were

continuously perfused using a microinjection pump (CMA

400/Carnegie Medicin) at a flow rate of 2 ll/min with

Krebs medium of the following composition (in mM): 118

NaCl, 1.2 KH2PO4, 4.7 KCl, 1.18 MgSO4, 25 NaHCO3, 10

glucose, 2.5 CaCl2 (pH 7.4). After a 1 h equilibration

period, 25 ll (12.5 min) consecutive fractions of perfusate

were continuously collected. After the first three fractions,

4-AP (Sigma, St. Louis, MO, USA) at a 7 mM concen-

tration was perfused during 25 min, followed by three

additional fractions with normal Krebs medium. This

concentration was chosen on the basis of previous results

from our laboratory showing that 7 mM is enough to

induce the excitotoxic effects for 4-AP in awake rats,

whereas the effect of lower concentrations is too weak and

higher ones are too toxic [3]. When tested, the energy

substrates and antioxidants were perfused continuously

from the equilibration period until the end of the experi-

ment (160 min), at the concentrations indicated in

‘‘Results’’, although the efficiency of the dialysis mem-

brane is 10–12 % [19]. In all experiments osmolarity was

maintained by reducing NaCl concentration proportionally.

To corroborate the involvement of NMDA receptors in the

excitotoxic effect of 4-AP, in some experiments the

NMDA receptor antagonist MK-801 was injected i.p.

(1 mg/kg) 30 min before 4-AP perfusion. The cortical EEG

recording was carried out continuously in all experimental

groups, starting at the time of collection of the basal

microdialysis fractions, using a grass polygraph (low-fre-

quency filter at 3 Hz and high-frequency filter at 100 Hz).

At the end of the experiment animals were returned to their
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individual cages with food and water ad libitum until the

time of histological analysis.

Histological Evaluation

Histological evaluation was carried out 24 h after the

experiment, because 4-AP-induced neurodegeneration,

although starting since 3–6 h, is maximal at this time [20].

Rats were anesthetized with pentobarbital and perfused

transcardially with 250 ml saline solution (0.9 %), fol-

lowed by 250 ml of 4 % paraformaldehyde in 0.1 M

phosphate buffer, pH 7.4. The brains were removed,

postfixed for 24 h at 4 �C, and transferred successively to

10, 20 and 30 % sucrose (24 h each). Brain coronal sec-

tions (40 lm thick) were obtained in a cryostat and stained

with cresyl violet for assessing the correct location of the

microdialysis probes and for histological observations. For

quantitative analysis, the morphologically undamaged

neurons (identified as cells of [15 lm in diameter, with

clear cytoplasm, nucleus and nucleolus) in the hippocampal

region were counted in a 209 microscopic field

(30,000 lm2) with the help of the image analyzer system

NIH Image 1.6. Three brain slices obtained from each of

7–14 rats for each experimental group were counted,

covering the CA1, CA2 and CA3 areas.

Statistics

ANOVA followed by a Tukey’s post hoc test was used for

the statistical analysis of latency times and number of

healthy neurons, as indicated in the figure legends

(Graphpad prism version 5.00, Graphpad Software, San

Diego, CA, USA).

Results

Ketone Bodies Retarded the Onset of Status Epilepticus

Induced by 4-AP

Control rats perfused only with Krebs medium did not

show any significant behavioral alteration and their EEG

traces were characteristic of the awake state at all times, as

shown in Fig. 1. In agreement with our previous results [3],

perfusion of 4-AP induced EEG seizures characterized by

an initial hypersynchronic discharge followed by trains of

high-amplitude spikes. The latency to the first discharge

was 19.6 ± 0.6 min, and after 26.9 ± 0.7 min the dis-

charge activity became continuous and of high amplitude,

thus defining a status epilepticus, which lasted until the end

of the recording period (Fig. 1). This EEG activity coin-

cided with several motor alterations including grooming,

masticatory movements, continuous hypersalivation, head

shakes, eyelids myoclonus, rigidity of the tail and loss of

posture. As shown in Figs. 1 and 2, the previously

described protective action of MK-801 was corroborated:

the increase in the latency to first discharge was about

35 %, the behavioral alterations were prevented and status

epilepticus did not occur in 4 of the 7 rats of this group.

The other three animals showed a 50 % increase in the

latency to status epilepticus as compared with 4-AP alone.

Figures 1 and 2 show that neither the energy substrates

nor the antioxidants tested modified the basal EEG traces;

neither had they modified the latency to the initial 4-AP-

induced discharge. However, the latency to the onset of

status epilepticus was significantly increased by about

33 % by DL-bHB (20 and 50 mM), L-bHB (50 mM) and

ACAC (20 mM), but not by the other drugs tested (Fig. 2).

Energy Substrates Protect Against 4-AP Induced

Neurodegeneration

Histological examination showed that the only damage

observed in the control rats perfused with Krebs medium

was the mechanical lesion caused by the cannula. The

number of healthy pyramidal neurons in this group was

95.3 ± 1.5 on CA1, 86.4 ± 2.1 on CA2 and 84.6 ± 3.2 on

CA3 (Figs. 3, 4). The previously described remarkable

neurotoxic effect of 4-AP in the ipsilateral hippocampus

and the protection by MK-801 were corroborated [3]. 4-AP

induced a massive neuronal death of about 84 % in CA1

and 62 % in CA3, characterized by the presence of pyk-

notic nuclei and a thinner pyramidal layer. The CA2 area

and the contralateral hippocampus were not affected (not

shown). MK-801 treatment completely prevented 4-AP-

induced neuronal even in the animals that showed status

epilepticus (Figs. 3, 4).

All compounds tested, except GEE, protected partially

against the neurotoxic effect of 4-AP (Figs. 3, 4). Pyr, aKG

and DL-bHB (at the two concentrations tested) exerted a

notable protective effect, reducing the neuronal loss in CA1

to 40–52 %, and in the CA3 region to 25–37 %. L-bHB and

ACAC also significantly protected in CA1, reducing neu-

ronal loss to ~67 %, but not in CA3. In contrast, the anti-

oxidant GEE was ineffective, since the number of healthy

neurons in CA1 and CA3 of this group was not different

from the 4-AP-treated animals (Figs. 3, 4).

Discussion

The main findings of this work performed in an in vivo

model are that energy substrates remarkably protected

against the neurodegeneration induced by 4-AP in the

hippocampus, whereas antioxidant compounds were much

less effective. Interestingly, the KB tested, but not the other
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substrates, showed also some anticonvulsant action mani-

fested by an increase in the latency to the 4-AP-induced

EEG status epilepticus. The present results confirm that the

4-AP-induced massive neuronal death is mediated by the

overactivation of the NMDA receptor because it is blocked

with MK-801, even in the animals treated with the antag-

onist that showed status epilepticus. This indicates that the

neurodegeneration is not directly related to the epilepsy, in

agreement with previous findings from our laboratory

showing that MK-801 prevents the neuronal loss even

when administered 1 h after the beginning of the epilepti-

form discharges [21].

The neurotoxic effects of glutamate-induced excito-

toxicity are at least partially due to energy deficits asso-

ciated to the limited available energy substrates in the

brain. Therefore, neurons are extremely sensitive to

energy decline occurring during hypoxia, ischemia,

stroke, and other forms of neurotrauma [5, 22]. In this

work, the substrates that can be integrated to the energy

metabolism of neurons were the most potent protectors

Fig. 1 Representative EEG

recordings of each experimental

group, at the indicated times

after the 4-AP infusion by

microdialysis. The 4-AP

induced status epilepticus was

prevented by MK-801 in 4 of 7

rats, and as shown in Fig. 2 the

KB but not the other substrates

delayed the onset of status

epilepticus. n = 7–14
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from 4-AP-induced neurodegeneration, probably because

they can be readily oxidized to promote energy in the

mitochondria, as described below.

In cultured striatal neurons Pyr maintained ATP levels

and protected from the neurotoxic effects of AMPA and

NMDA [8]. Similar protection by Pyr was observed in

hippocampal slices subjected to NMDA exposure [9] and

glucose deprivation [10]. In neonatal rats in vivo, Pyr

preserved ATP levels, diminished reactive oxygen species

and protected brain from hypoxia–ischemia-induced dam-

age [11]. The neuroprotective effect of aKG is probably

due to its oxidation and energy production through the

tricarboxylic acid cycle. Although few data exist on this

action, a recent study in mice showed that oral adminis-

tration of this substrate protected the brain against the toxic

effects of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine,

restored mitochondrial complex I activity and reduced

oxidative stress, assessed ex vivo [23].

The protective effect of the DL-bHB and ACAC can be

explained as well by the generation of ATP through oxi-

dative phosphorylation, since, as has been shown both

in vitro and in vivo, these KB notably protect against

several neurotoxic insults. In cultured hippocampal neu-

rons, ACAC protected from glutamate ? iodoacetate-

induced damage [12], and in neocortical neurons D-bHB

and ACAC reduced glutamate-induced free radical for-

mation and neuronal death by increasing the NAD?/NADH

ratio and enhancing mitochondrial respiration [13]. In

hippocampal slices exposed to mitochondrial respiratory

complex inhibitors, KB preserved synaptic transmission,

diminished reactive oxygen species production and

enhanced ATP generation [14]. In addition, D-bHB pro-

tected neurons against oxygen–glucose deprivation and

NMDA-induced excitotoxicity [15]. In vivo, i.v. adminis-

tration of ACAC decreased the volume of the lesion

induced by iodoacetate in the hippocampus and signifi-

cantly increased ATP concentration [12]. Furthermore,

intrastriatal D-bHB prevented lipid peroxidation, ATP

depletion and tissue damage elicited by glutamate ? io-

doacetate in the striatum [24]. Regarding D-bHB, it is

worth noting that it might be acting through a mechanism

different from its oxidation or its antioxidant properties,

namely the specific inhibition of class I histone deacety-

lases. These enzymes are involved in the regulation of gene

expression, and it has been shown that their inhibition by

D-bHB results in the expression of genes encoding oxida-

tive stress resistance factors FOXO3A and MT2, that

confers protection against in vivo and in vitro cell damage

produced by oxidative stress [25, 26]. So, the synergism

between this epigenetic mechanism of action and its role as

energy substrate could explain the better protection that we

observed with DL-bHB as compared to ACAC.

The above data support the conclusion that Pyr, aKB,

DL-bHB and ACAC protect neurons against the 4-AP-

induced excitotoxic-mediated neurodegeneration through

an energy-mediated mechanism. Because such effect of

4-AP is due to the overactivation of NMDA receptors, the

stimulation of energy production probably compensates for

the mitochondrial functional damage resulting from the

entrance of Ca2? through such NMDA receptors [7]. The

Fig. 2 Latency to first discharge and to onset of status epilepticus in

each experimental group. a Latency to first discharge was increased

only by MK-801. b Ketone bodies increased the latency to status

epilepticus. Data are mean values ± SEM. ¥p \ 0.01, #p \ 0.001

versus 4-AP group (one-way ANOVA, Tukey post hoc) (n = 7–14

per group; n = 3 for MK-801 because in 4 of the 7 animals status

epilepticus did not occur)
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pathways of energy production by oxidation of the energy

substrates tested are well known, but it is of interest that

a-ketoacids may protect neurons acting as direct antioxi-

dants [27–30], or through an indirect antioxidant mecha-

nism, increasing glutathione concentration [31–33].

Because these data were obtained in vitro, in order to study

whether the antioxidant activity of a-ketoacids is

determinant for the neuroprotective effects, we tested two

antioxidants: L-bHB, a non-physiological compound that

cannot be used as energy substrate but has the same anti-

oxidant activity of its isomer D-bHB [34], and GEE as

source of reduced glutathione, in view that intracellular

GSH levels increase more efficiently after its administra-

tion than after GSH administration [35]. GSH is an

Fig. 3 Representative

micrographs of the CA1and

CA3 regions of the

hippocampus, 24 h after the

experiment, showing the notable

protective effect of MK-801 and

energy substrates and the weak

protection by the antioxidants

against 4-AP induced-

neurodegeneration. The CA2

region and contralateral

hippocampus were not affected

by 4-AP (not shown).

Quantitative data are shown in

Fig. 4. Scale bar 50 lm
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important endogenous antioxidant that reacts directly with

radicals in nonenzymatic reactions and it is also an electron

donor in the reduction of peroxides catalyzed by glutathi-

one peroxidase [36]. Our results clearly show that the two

antioxidants tested exerted a weak protection, as compared

with energy substrates, thus supporting the conclusion that

the maintenance of energy production is the major factor

for preserving neuronal integrity.

Thus, our results demonstrate that in awake rats 4-AP-

induced excitotoxicity is mediated by excessive glutama-

tergic neurotransmission and NMDA receptor overactiva-

tion, and that mitochondrial energy dysfunction is promi-

nently involved in the mechanism of neurodegeneration. A

different question is why Pyr and aKG did not protect

against seizures whereas the KB DL-bHB and ACAC

showed some anticonvulsant action, manifested by a sig-

nificant delay in the onset of the EEG status epilepticus.

Because 4-AP-induced seizures occur as an immediate

response of the 4-AP-glutamate-induced NMDA receptor

activation and its direct effect as K? channel blocker,

whereas degeneration is a delayed event [1–3, 20], such

effect of the KB cannot be due to their action as energy

substrates. In addition, the non-metabolized isomer L-bHB

[50 mM] also significantly retarded the status epilepticus.

Antiepileptic effects of KB have been described in both

experimental models and human patients (see [16, 37] for

recent reviews). Ketogenic diets protect from pentylene-

tetrazole-induced seizures and against the maximal dentate

activation of epileptogenesis [38–40], and a ketogenic diet

for 3 months in epileptic children notably decreased sei-

zure frequency [41]. Furthermore, intraperitoneal admin-

istration of DL-bHB reduced cortical excitability in non-

anaesthetized rat pups exposed to flurothyl [42], and

ACAC protected against seizures in the Frings audiogenic

seizure-susceptible juvenile mouse [43]. Interestingly, the

EEG seizures induced by the administration of 4-AP by

microdialysis in the hippocampus were reduced by the

perfusion of ACAC, and this effect was correlated with a

notable inhibition of the 4-AP-induced release of glutamate

in the hippocampus. This effect was ascribed to a

decreased vesicular glutamate transport produced by

ACAC, as determined in proteoliposomes [44], which thus

could be an important factor in the mechanism of the

antiepileptic action of KB.

In conclusion, the present study suggest that mitochon-

drial energy dysfunction is predominantly involved in the

mechanism of endogenous glutamate-dependent neurode-

generation induced by 4-AP in the hippocampus of awake

rats, because energy substrates exert a better neuroprotec-

tive effect than antioxidants. These findings imply that

supplementation of mitochondrial metabolism by energy

substrates enable neurons to counteract the neurotoxic

cascade triggered by glutamate receptors activation. Our

findings show also that the delayed neurodegeneration

process is independent of the rapid neuronal excitation

induced by 4-AP and that the latter is reduced by KB, in

agreement with previous studies on the anticonvulsant

action of these compounds.
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Fig. 4 Number of healthy pyramidal neurons in CA1 and CA3

regions of the hippocampus, in each experimental group. MK-801

completely prevented neuronal loss induced by 4-AP, and the energy

substrates Pyr, aKB, DL-bHB and ACAC showed a significantly better

protection than the antioxidants L-bHB and GEE (p \ 0.05). Three

histological sections from each rat were analyzed (n = 7–14 per

group). Data are mean values ± SEM. \p \ 0.05, *p \ 0.001, versus

control group. ¥p \ 0.01, #p \ 0.001, versus 4-AP group. &p \ 0.001

versus the corresponding DL-bHB group (one-way ANOVA, Tukey

post hoc)
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Los sustratos energéticos como terapia para la ELA  

El hinchamiento de las mitocondrias, así como algunas irregularidades en la 
organización de su membrana interna, son algunas de las alteraciones morfológicas que 
se han reportado en el tejido espinal de pacientes diagnosticados con ELA esporádica 
(Sasaki e Iwata, 2007). En las biopsias de músculo esquelético de estos pacientes, a 
través de estudios de microarreglos y un análisis de redes genéticas, también se han 
demostrado irregularidades en la expresión de genes involucrados en la función 
mitocondrial (Bernardini et al., 2013). Incluso, en este mismo tejido muscular se ha 
reportado una disminución en la actividad mitocondrial, especialmente del complejo IV 
(Crugnola et al., 2010; Vielhaber et al., 2000; Wiedemann et al., 1998), así como una 
elevada cantidad de daño (deleciones) en el ácido desoxirribonucleico (DNA) de este 
organelo (Vielhaber et al., 1999; 2000). De forma semejante, se han descrito 
alteraciones estructurales y funcionales en las mitocondrias de la médula espinal de 
animales transgénicos del modelo de ELA familiar G93A (Bendotti et al., 2001; 
Mattiazzi et al., 2002; Parone et al., 2013).  

En cultivos de células NSC-34 en las que se indujo la sobre-expresión de la 
mutación G93A, se ha demostrado que la suplementación de BHB en el medio 
restablece los niveles del  antioxidante glutatión (D'Alessandro et al., 2011). En cultivos 
de células semejantes expuestos a concentraciones tóxicas de cobre que estimulan el 
estrés oxidante, el piruvato redujo significativamente la muerte celular y los niveles de 
ROS (Kim et al., 2005). Con respecto a las evidencias in vivo, se demostró en ratones de 
la cepa SOD1-G93A que la administración sistémica crónica de piruvato no es capaz de 
modificar el inicio de la enfermedad, pero sí es eficaz para disminuir la progresión de 
los síntomas y mejorar el desempeño motor (Park et al., 2007). Por otro lado, las 
mitocondrias de la médula espinal de ratones G93A sometidos a dietas cetónicas son 
capaces de mejorar su respiración mitocondrial, así como de restablecer los niveles de 
ATP, lo que disminuye la muerte de las MNs y rescata el desempeño motor de los 
animales (Ari et al., 2014; Zhao  et al., 2006; 2012).  

En nuestro modelo agudo se ha demostrado que el AMPA en la médula espinal 
induce alteraciones morfológicas en la estructura mitocondrial, así como disfunción de 
los complejos mitocondriales, especialmente del complejo I (Santa-Cruz et al., 2016). 
La infusión espinal de sustratos energéticos tales como el piruvato, lactato, BHB, 
creatina y α-cetobutirato ha demostrado ser eficaz para disminuir estas afectaciones 
mitocondriales, así como la neurodegeneración espinal y la parálisis unilateral que se 
presenta en los animales sometidos a este modelo rápido de degeneración (Corona y 
Tapia, 2007; Santa-Cruz  y Tapia, 2014; Santa-Cruz et al., 2016).  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los antecedentes muestran que los sustratos oxidables que pueden integrarse al 
metabolismo celular para estimular la producción energética protegen de diversos 
estímulos neurotóxicos. En nuestro laboratorio se ha demostrado que estos sustratos 
protegen de la neurodegeneración espinal inducida por un estímulo excitotóxico agudo. 
Pero, ya que este modelo agudo se aleja de los síntomas progresivos y crónicos 
característicos de la ELA, consideramos de interés determinar si los sustratos 
energéticos son igualmente eficaces para disminuir los efectos tóxicos de un estímulo 
crónico con AMPA en la médula espinal in vivo. Estos resultados nos permitirán 
deducir la importancia de las alteraciones del metabolismo energético en el proceso 
gradual de neurodegeneración que caracteriza a nuestro modelo crónico. 

  

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 Establecer si las alteraciones en el metabolismo energético celular son 
determinantes en el proceso de muerte inducido por el estímulo excitotóxico 
crónico en la médula espinal de rata.  
 

Objetivos particulares  

 Estudiar el efecto de los sustratos energéticos piruvato y BHB en nuestro modelo  
crónico de degeneración espinal inducido con AMPA.  

 Determinar si los efectos de los sustratos energéticos depende de su actividad 
antioxidante al comparar su eficiencia de neuroprotección con el de los 
antioxidantes glutatión y ascorbato.  
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MÉTODOS Y RESULTADOS: ARTÍCULO ORIGINAL  

Degeneration of spinal motor neurons by chronic AMPA-induced excitotoxicity in 
vivo and protection by energy substrates 
Citlalli Netzahualcoyotzi y Ricardo Tapia 

Acta Neuropathologica Communications 2015;3:27. 
 

El grupo del Dr. Tapia ha demostrado que la infusión crónica de AMPA en la médula 
espinal lumbar, a través del uso de mini bombas osmóticas, induce la degeneración 
progresiva de las MNs en las dos astas lumbares. Como resultado, se presenta debilidad y 
disfunción motriz de las patas traseras, que progresa hasta establecerse la parálisis bilateral 
completa (Tovar-y-Romo et al., 2007). Para estudiar la posible participación de la 
disfunción energética mitocondrial y el estrés oxidante en este proceso crónico de 
degeneración espinal mediado por excitotoxicidad, decidimos evaluar el efecto de sustratos 
energéticos (piruvato y BHB) que pueden ser incorporados al metabolismo celular, así 
como el de algunos potentes antioxidantes (ascorbato y glutatión, éste último en forma de 
etil éster lo que facilita su entrada a la célula, Zeevalk et al., 2007). Siguiendo la 
metodología establecida por Tovar-y-Romo (2007), evaluamos concentraciones 
decrecientes de AMPA (7.5, 4.0, 3.5 y 1 mM) con el objetivo de encontrar las condiciones 
que nos permitieran disminuir la intensidad de los efectos tóxicos del modelo y los hiciera 
aparecer de forma más paulatina. No encontramos diferencia significativa entre los efectos 
generados con las tres concentraciones más altas. Elegimos trabajar con 1 mM de AMPA 
porque con esta concentración y la colocación de la cánula del implante entre los segmentos 
espinales L3 y L4, logramos inducir una parálisis paulatina que tarda aproximadamente 
siete días en establecerse de forma bilateral y completa. Esta parálisis inicia en la parte más 
distal de la pata ipsilateral y avanza progresivamente hasta abarcar los músculos proximales  
y, con un leve retraso, este mismo daño motor se presenta en la pata contralateral. Como 
resultado, los animales tratados con AMPA disminuyen de forma paulatina su desempeño 
motor evaluado a través del test del rotarod, así como su capacidad para escalar una rejilla 
vertical. Estos efectos conductuales concuerdan con la neurodegeneración ~90 % de las 
MNs espinales de la región lumbar, que se acompaña de una intensa marca de gliosis 
reactiva. Por otro lado, cuando los animales son co-infundidos con los sustratos energéticos 
(piruvato o BHB 10 mM) disminuye significativamente el daño motor y se preserva su 
desempeño en las tareas motoras. Concordantemente, la muerte de las MNs espinales en 
este grupo disminuye a ~40 %. En contraste, ninguno de los antioxidantes (ascorbato o 
glutatión 10 mM, evaluados solos o en combinación 1:1), logró proteger de los efectos 
neurotóxicos del AMPA. Ya que los sustratos energéticos protegieron significativamente en 
este modelo, concluimos que el déficit en el metabolismo energético celular participa 
importantemente en el mecanismo de muerte de las MNs inducido por un estímulo 
excitotóxico crónico en la médula espinal. Por el contrario, parece que el estrés oxidante 
tiene una participación más limitada en este proceso, pues los antioxidantes mostraron 
escasos o nulos efectos de protección.  
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Degeneration of spinal motor neurons by chronic
AMPA-induced excitotoxicity in vivo and
protection by energy substrates
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Abstract

Introduction: Several data suggest that excitotoxicity due to excessive glutamatergic neurotransmission may be an
important factor in the mechanisms of motor neuron (MN) death occurring in amyotrophic lateral sclerosis (ALS).
We have previously shown that the overactivation of the Ca2+-permeable α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole
propionate (AMPA) glutamate receptor type, through the continuous infusion of AMPA in the lumbar spinal cord of
adult rats during several days, results in progressive rear limb paralysis and bilateral MN degeneration. Because it
has been shown that energy failure and oxidative stress are involved in MN degeneration, in both ALS and
experimental models of spinal MN degeneration, including excitotoxicity, in this work we tested the protective
effect of the energy substrates pyruvate and β-hydroxybutyrate (βHB) and the antioxidants glutathione ethyl ester
(GEE) and ascorbate in this chronic AMPA-induced neurodegeneration.

Results: AMPA infusion induced remarkable progressive motor deficits, assessed by two motor tasks, that by day
seven reach bilateral rear limb paralysis. These effects correlate with the death of >80% of lumbar spinal MNs in the
infused and the neighbor spinal cord segments, as well as with notable astrogliosis in the ventral horns, detected
by glial fibrillary acidic protein immunohistochemistry. Co-infusion with pyruvate or βHB notably prevented the
motor deficits and paralysis, decreased MN loss to <25% and completely prevented the induction of astrogliosis. In
contrast, the antioxidants tested were ineffective regarding all parameters analyzed.

Conclusions: Chronic progressive excitotoxicity due to AMPA receptors overactivation results in MN death and
astrogliosis, with consequent motor deficits and paralysis. Because of the notable protection against these effects
exerted by pyruvate and βHB, which are well established mitochondrial energy substrates, we conclude that deficits
in mitochondrial energy metabolism are an important factor in the mechanisms of this slowly developed
excitotoxic MN death, while the lack of protective effect of the antioxidants indicates that oxidative stress seems to
be less significant factor. Because excitotoxicity may be involved in MN degeneration in ALS, these findings suggest
possible preventive or therapeutic strategies for the disease.

Keywords: AMPA, Amyotrophic lateral sclerosis, Antioxidants, Energy substrates, Excitotoxicity, Motor neurons,
Neurodegeneration, Spinal cord
Introduction
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a lethal neurode-
generative disorder characterized by the death of the upper
motor neurons (MNs) in the motor cortex and the lower
ones in the brain stem and the spinal cord. ALS patients
develop a progressive muscle paralysis and there is still no
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División de Neurociencias, Instituto de Fisiología Celular, Universidad
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effective treatment. About 10% of ALS cases involve genetic
alterations and are therefore termed familial ALS, but the
etiology of the remainder 90%, sporadic ALS, is still largely
unknown. Among the many factors that have been involved
in the mechanisms of MN degeneration are glutamate
receptor-mediated excitotoxicity, oxidative stress, mitochon-
drial dysfunction, neuroinflammation, immune-mediated
processes, protein aggregation and axonal transport alter-
ations [1,2], but there is still no satisfactory explanation of
why such factors damage predominantly MNs.
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Mitochondrial oxidative metabolism seems to be in-
volved in ALS pathogenesis, since morphological and
functional alterations in mitochondria of spinal MNs
and skeletal muscle of ALS patients have been described
[3-6], as well as mitochondrial swelling and vacuoliza-
tion in the spinal cord of transgenic mutant superoxide
dismutase 1 (SOD1) ALS mice [7,8]. In addition, isolated
mitochondria from the spinal cord of these mutant SOD1
mice showed decreased Ca2+ buffering capacity [8], and
dysfunction of oxidative phosphorylation and conse-
quently decreased ATP synthesis [9,10].
The excitotoxic process involves the entrance of Ca2+

through glutamate receptors, and the resulting disrup-
tion of Ca2+ homeostasis activates lytic enzymes, induces
the overproduction of reactive oxygen species and leads
to mitochondrial dysfunction and energy failure [2,11-13].
Work from our laboratory has shown that such excito-
toxic mechanism, mediated mainly by overactivation of
the Ca2+-permeable AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methy-
lisoxazole-4-propionate)-type receptors induces the death
of spinal MNs in the rat in vivo and that this results in
progressive paralysis. Acute or chronic infusion of AMPA
in the lumbar spinal cord, by means of microdialysis
[14,15] or osmotic minipumps [16], respectively, results in
MN degeneration that correlated with motor alterations
and finally paralysis of the rear limbs, in 3–12 h after mi-
crodialysis or in 3–5 days after the implantation of the os-
motic pump. The acute MN death and ipsilateral paralysis
caused by AMPA microdialysis perfusion was prevented
or reduced by specific Ca2+-permeable AMPA receptor
antagonists and by intracellular Ca2+ chelators [15,17],
demonstrating the vulnerability of spinal MNs to the exci-
totoxic effect of Ca2+-permeable AMPA receptors activa-
tion in vivo, which had been previously reported only in
studies in neuronal cultures in vitro [18-20]. Using the
acute microdialysis procedure, which results in rapid ipsi-
lateral MN loss and motor alterations of the correspond-
ing rearlimb, we recently showed that among several
energy substrates and antioxidants tested, pyruvate and β-
hydroxybutyrate (βHB) notably protected against the exci-
totoxic effects of AMPA whereas the antioxidants tested
were ineffective. These results allowed us to conclude that
failure in mitochondrial energy metabolism was greatly in-
volved in this rapid MN death, and also permitted to es-
tablish a correlation between the number of dead MNs
and the degree of unilateral motor alterations [21]. None-
theless, in this microdialysis acute experiment AMPA is
perfused during 25 min and produces only unilateral par-
alysis, MN alterations and motor deficits that develop in
less than 6 h, whereas the chronic slow continuous ad-
ministration of AMPA through osmotic minipumps in-
duces bilateral rear limb paralysis that progresses slowly
along several days, also correlated with MN loss but ex-
tended to both ventral horns. Therefore, we considered of
interest to evaluate the efficacy of the energy substrates
and the antioxidants to protect against the chronic AMPA
excitotoxic action. In addition, we correlated the protect-
ive effect along the progress of motor alterations with
the MN loss in the infused region and in the immediate
rostral region of the lumbar spinal cord, as well as with
the prevention of astrogliosis induced by AMPA.

Materials and methods
Adult male Wistar rats (280–300 g) were used in all ex-
periments and were handled in accordance with inter-
national standards of animal welfare and with approval
of the Institutional Committee for the Care and Use of
Laboratory Animals (Approval No. RTI21-14). Rats were
housed in a laboratory environment with a 12 h light/
dark cycle and with food and water ad libitum. Animals
showing complete paralysis and loss of the righting re-
flex within 15 s were sacrificed to avoid unnecessary suf-
fering and were not analyzed further.

Osmotic minipumps implantation
The implantation of the osmotic minipumps in the lum-
bar spinal cord was carried out essentially as previously
described [16] with the following modifications.
All drugs were dissolved in 0.1 M phosphate buffer,

pH 7.4. After some preliminary experiments with 7.5,
4.5, 3.5 and 1 mM AMPA (Tocris, Ellisville, MO, USA),
the latter concentration was chosen because it induced a
slow and progressive paralysis of the rear limbs along
several days, whereas the effect of the higher doses was
more rapid and severe. We tested the effect of the en-
ergy substrates pyruvate and βHB, and the antioxidants
ascorbate and glutathione ethyl ester (GEE) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) at concentration of
20 mM, based on our previous work with AMPA acute
administration [21]. GEE was used instead of glutathione
because it enters the cell more efficiently [22]. Osmotic
minipumps (Alzet model 2004, capacity ~250 μL, flow
rate 6 μl/day) were filled with one of the following solu-
tions: vehicle as control, 1 mM AMPA, AMPA + sodium
pyruvate, AMPA + DL-βHB sodium salt, AMPA +GEE,
AMPA + L-ascorbic acid, and AMPA + antioxidant mix-
ture (GEE + ascorbate), and they were incubated in ster-
ile saline solution at 37°C for 48 h for stabilization
before the implantation. The day of surgery rats were
anesthetized with isoflurane 1-2% in a 95% O2 + 5% CO2

mixture and placed in a stereotaxic spinal unit. A longi-
tudinal incision of the skin was made in the lumbar re-
gion and muscles surrounding the lumbar vertebrae
were retracted. A stainless-steel screw (3.7 mm long,
1 mm diameter) was inserted on the left side of the third
lumbar vertebra without reaching the surface of the
spinal cord to anchor the implant. A 1–2 mm diameter
hole was drilled at the same vertebrae and a small cut of
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the meninges was made to insert a borosilicate glass
probe (1 mm long, 0.5 I.D. x 0.8 O.D., VitroCom Inc.)
into the right dorsal horn of the spinal cord. The other
end of the cannula was connected through a plastic tube
to the osmotic minipump which was placed subcutane-
ously in the back of the rat, caudally to the skin incision.
The probe and the screw were fixed to the bone with
dental acrylic. At the end of the surgery, the skin inci-
sion was closed with surgical stainless-steel clips and
rats received a single i.m. dose of penicillin (50 U). After
recovering from anesthesia animals were kept in individ-
ual cages with water and food ad libitum until perfusion
for histological analysis. Neither the control nor the ex-
perimental animals showed signs of pain or suffering
during the time period studied, even during their per-
formance in the motor tests.

Assessment of motor function
Before surgery rats were trained to achieve 120 s on the
rotarod test (Columbus Instruments), in which rotation
started at 10 rpm and accelerated at 0.2 rpm/s, and also
to perform a PGE task, where the latency to climb a ver-
tical grid is scored. Three trials/day/rat were assessed in
each motor test. In addition, the hind paw footprint was
registered using non-toxic Chinese ink on the hind paws
of rats. Besides, holding up the tail we photographically
recorded the changes in the position of the rear limbs.
These motor evaluations were assessed daily five days
prior surgery until the seventh day, when animals were
anesthetized and perfused for histology.

Histology and immunohistochemistry
Seven days after osmotic pump implantation rats were
perfused and fixed for histological and immunohisto-
chemical analyses as previously described [16]. Briefly,
spinal cords were removed, postfixed 48 h at 4°C and
dehydrated with 20% and 30% sucrose solutions. Trans-
verse sections (45 μm thick) of the spinal cords were ob-
tained in a cryostat. Fifty serial slices at the site of the
cannula infusion (infused region) and the next fifty ros-
tral slices (rostral region) were obtained, so that the total
tissue analyzed was 2.25 mm length, about 2 lumbar seg-
ments each region. Alternate slices were stained with
cresyl violet or immunostained for neurofilament protein
SMI-32 and glial fibrillary acidic protein (GFAP). The
number of morphologically healthy MNs (i.e. large neu-
rons with a soma diameter >20 μm and distinguishable
nucleus, similar in appearance to those of the control
and intact rats) in both the ipsilateral and contralateral
ventral horns were counted in fifteen Nissl-stained
slices/rat/region and the values were averaged.
For immunohistochemistry, mouse polyclonal anti-

SMI-32 (1:500, Abcam), chicken anti-GFAP (1:1000,
Abcam), as markers of neurons and astrocytes, respectively;
Texas-red-conjugated anti-mouse (1:200, Invitrogen) and
fluorescein-conjugated anti-chicken (1:200, Novex) anti-
bodies were used. Sections were mounted on silane-
covered slides and coverslipped with fluorescent mounting
medium (DAKO). Sections were visualized under epifluor-
escent microscopy and merged images of the overlay of
FITC and Texas Red channels were obtained with Image J
(NIH, Bethesda, USA). The cross-reactivity in the im-
munofluorescent technique was excluded by control slices
incubated in the absence of primary antibodies. There was
no immunostaining in these controls.

Statistics
The statistical analysis of the number of healthy MNs,
the rotarod and PGE performance was carried out using
ANOVA followed by a Tukey’s post hoc test. A value of
p <0.05 was considered statistically significant.

Results
Energy substrates exert better protection than
antioxidants against the AMPA-induced motor alterations
None of the control rats showed motor dysfunctions
(Figures 1 and 2) or histological damage (Figures 3, 4
and 5) at any time up to 7 days, the maximum period
studied. Perfusion of pyruvate, βHB, GEE or ascorbate
alone at 20 mM concentration (n = 3 per group) was
also innocuous (not shown). The chronic 7.5 mM
AMPA infusion in the lumbar spinal cord of rats in-
duced a gradual paralysis of the rear limbs in about
3 days [16]. As mentioned in Methods, in this work we
reduced the concentration from 7.5 mM to 1 mM in
order to extend the time of progression of symptoms.
AMPA induced a paralysis that began in the distal ipsi-
lateral rear limb (phalanges), ascending through the
tarsus until the entire limb; the same process occurred
with a short delay in the contralateral limb. This progres-
sion is shown in Figure 1 at days 1, 4 and 7. Quantitative
assessment of these motor alterations in the rotarod and
the paw grip endurance (PGE) test is shown in Figure 2,
with emphasis in the values at these days to show the cor-
relation with the position of the paws at these times.
Whereas control rats remained in the rotarod for the total
test period of 120 s, AMPA-infused animals fell at 73 s at
day 1, 31–41 s at days 2–5 and 21 s at day 7. In the PGE
task, control rats climbed always within 1 s whereas
AMPA-treated animals at day 1 took double time to climb
and then this time increased progressively until 7 s at day
4 and 10 s at day 7.
Perfusion of pyruvate and βHB partially prevented the

AMPA-induced rear limbs paralysis. As shown in Figure 1,
animals from these groups were able to partially control
the ipsilateral phalanges and there was only a slight weak-
ness in the contralateral ones, manifested by an incom-
plete tarsus footprint contralateral paw. Although the



Figure 1 Progressive alterations of the rear limbs induced by AMPA and protection by energy substrates. Representative posterior views of the
rear limbs (C, contralateral; I, ipsilateral) and hind paw footprints (red, ipsilateral; black, contralateral) at the initial (day 1), the middle (day 4) and
last day (day 7) of treatment. The AMPA-induced progressive alterations were prevented by pyruvate and βHB but not by ascorbate and GEE
alone (not shown) or in combination (antioxidant mixture).

Figure 2 Assessment by rotarod (A) and PGE (B) performance of the protection by energy substrates. Pyruvate and βHB significantly prevented
the notable motor deficits induced by AMPA in both motor tasks, whereas ascorbate improved the scores on the PGE test but not in the rotarod
and GEE was ineffective. Three trials/day/rat were assessed in each motor task. Grey bars highlight the initial, middle and last day of infusion, as
shown in Figure 1. Data are mean values ± SEM for the number of rats shown in parentheses. #p < 0.05; ###p < 0.001 vs the corresponding value
of the AMPA group.
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Figure 3 (See legend on next page.)
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(See figure on previous page.)
Figure 3 AMPA-induced MN degeneration and protection by energy substrates. Representative micrographs of the ventral horns of Nissl-stained
sections of the infused lumbar spinal cord region of rats treated as indicated, seven days after minipump implantation. AMPA induced an almost
complete loss of MN in the infused side (ipsilateral) and a less intense degeneration in the contralateral side, and both effects were clearly
prevented by pyruvate and βHB but not by ascorbate or GEE. Quantitative analysis is shown in Figure 4. Scale bar = 100 μm.
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energy substrates did not entirely prevent the above de-
scribed AMPA-induced paralysis, its protective effect
was highly significant, attaining 91 s in the rotarod per-
formance at day 1, and then 66–76 s from day 4 to 7
(Figure 2A). In the PGE task pyruvate was very efficient,
since the time to climb was only 2–3 s during the whole
observation period, whereas βHB was less effective from
days 4–7, with climbing times of 4–5 s (Figure 2B).
In contrast to the notable protective effect of pyruvate

and βHB, neither GEE or ascorbate, alone or in combin-
ation, prevented the AMPA-induced motor deficits ob-
served in the rotarod. In these animals the times to fall
were similar or even lesser (days 1 and 4) than those
shown by the AMPA group during the whole period of
observation (Figure 2A). In the PGE test (Figure 2B),
GEE was also totally ineffective during all observation
period, but ascorbate partially protected, especially dur-
ing the first three days, where the time to climb was
similar to those with pyruvate and βHB. However, when
ascorbate was co-infused with GEE the protection dur-
ing the first three days was diminished (Figure 2B), as
shown also by the complete paralysis observed in the ip-
silateral rear limb in these animals (Figure 1).
Figure 4 Quantitative analysis of MN loss in each experimental group. Num
the infused spinal cord region and in the adjacent rostral region of rats tre
and βHB notably prevented the AMPA-induced MN degeneration in the ip
and GEE, alone or in combination (antioxidant mixture) were ineffective
values ± SEM for the following number of rats in each group: control 7; AMPA
AMPA + antioxidants mixture 8. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs the corre
the corresponding side of the AMPA group.
Energy substrates reduced the AMPA-induced MN
degeneration
As described in Methods, we analyzed two regions of
the lumbar spinal cord (about two lumbar segments for
each region). The infused region refers to the area where
the cannula was implanted and the rostral region refers
to the next rostral segments. We analyzed both regions
because we found a differential effect of AMPA depend-
ing of its proximity to the probe. This pattern of damage
correlates, as explained in the Discussion, with the pro-
gression of the bilateral paralysis.
As shown in Figures 3 and 4, the infusion of AMPA

resulted at day 7 in an almost total loss of MNs (95%) in
the ipsilateral horn and a reduction of 60% in the
contralateral horn in the infused region, while in the ros-
tral region the degeneration was also notable in both
horns but less severe. The infusion of pyruvate and βHB
significantly reduced the MNs loss in the infused region
to 40%-50% in the ipsilateral horn and to only 10%-15%
in the contralateral side. The protection by both sub-
strates was also evident in the rostral region, where the
number of healthy MNs was similar to the values in the
control rats, especially in the contralateral horn. The
ber of healthy MNs in the ipsilateral and contralateral ventral horns in
ated as indicated, seven days after minipump implantation. Pyruvate
silateral horn in both the infused and rostral regions, whereas ascorbate
. Fifteen histological slices/rat/region were analyzed. Data are mean
16; AMPA + Pyr 10; AMPA + βHB 10; AMPA +GEE 7; AMPA + ascorbate 8;
sponding side of the control group; #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs



Figure 5 AMPA induced intense astrogliosis that was prevented by energy substrates. Representative immunohistochemistry of SMI-32 (red) and
GFAP (green) of the ipsilateral and contralateral ventral horns at the infused spinal cord region of rats treated as indicated, seven days after
minipump implantation. Note that in addition to the loss of MNs, AMPA induced a notable astrogliosis in both ipsilateral and contralateral ventral
horns, and that this effect, as that on MN, was prevented by pyruvate and βHB but not by ascorbate and GEE, alone or combined (antioxidants
mixture). Micrographs of the ascorbate or GEE alone groups (not shown) are very similar to those shown with the mixture. Fifteen slices/rat were
analyzed (7 rats per group). Scale bar = 50 μm.
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infusion of the antioxidant GEE was ineffective to pro-
tect the spinal MNs in both regions, but ascorbate alone
or in combination with GEE slightly reduced the number
of MNs death, particularly in the contralateral horn of
the infused region; these changes, however, were not sig-
nificant (Figure 4).
Figure 5 shows that the loss of MN produced by

AMPA in the infused region was accompanied by a re-
markable astrogliosis, as detected by GFAP immunore-
activity, in both the ipsilateral and contralateral horns.
Similarly to the protection of MN, both energy sub-
strates tested almost completely prevented the glial re-
activity in the contralateral horn and clearly reduced it
in the ipsilateral side. In contrast, the GFAP immunore-
activity in the groups treated with AMPA + antioxidants
alone or in combination was not different from the
AMPA group. These results were reproduced in each of
the 7 rats treated in each group of animals and quantita-
tive analysis was not carried out.

Discussion
In this work we show that the spinal MN death and
astrogliosis induced by the continuous slow infusion of
AMPA are prevented by pyruvate and βHB, and in one
of the motor parameters studied by ascorbate, but not
by GEE. Although the protection by the energy sub-
strates was not complete, the number of protected
MNs was enough to notably prevent the progression
of the AMPA-induced motor deficits. These results
show a clear correlation between the progress of
motor alterations and significantly reduced MN loss
and astrogliosis.
The AMPA-induced paralysis started in the ipsilateral
phalanges and extended with time to the upper regions
of the rear limb and to the contralateral side. This
suggests that progression of the effects is due to a slow
continuous diffusion of AMPA, explaining the larger
damage in the infused region as compared with the ros-
tral one. Because the infusion cannula was located be-
tween L3 and L4 segments of the spinal cord, the
nearest MNs to the probe, that innervate the extensor
digitorum that controls the phalanges movement are
probably the first ones to receive AMPA and to degener-
ate, and then AMPA diffuses to affect MNs in the rostral
region innervating upper limb muscles. The delay in the
appearance of symptoms in the contralateral side is
probably due also to the diffusion of the drug.
As mentioned in the Introduction, we have previously

reported that pyruvate and βHB protected against the
rapid deleterious action of the perfusion of AMPA dur-
ing 25 min by reverse microdialysis, which induces uni-
lateral paralysis and MN death in 3–12 h [21]. This
acute effect allows just a restricted analysis of motor al-
terations and leaves open the question of whether these
energy substrates are effective when the degeneration
process is much slower, as it occurs in the osmotic
pump continuous infusion procedure used in the present
work. A therapeutic effect of oral administration of
pyruvate was also reported in the mutant G93A-SOD
ALS mice [23], although in these transgenic mice daily
i.p. administration of pyruvate failed to delay the onset
and motor decline [24]. Pyruvate or βHB also protected
spinal MNs from mechanical damage [25], as well as
striatal or hippocampal neurons from oxidative stress
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[26] or glutamate-induced excitotoxicity [27,28]. How-
ever, this is the first report of protection by pyruvate and
βHB in a non-genetic model of spinal MN degeneration
that correlated with the progression of motor impair-
ment during several days.
It is noteworthy that there was no significant differ-

ence among the protective effect produced by pyruvate
and βHB (tested at the same 20 mM concentration),
thus suggesting that these substrates share a neuropro-
tective mechanism. A possible interaction of pyruvate
and βHB with AMPA to explain the protection is im-
probable, because, judging from the structure of these
molecules it is difficult to envisage the possibility of such
interaction, especially considering that it should be oc-
curring with both substrates and these molecules differ
considerably. In addition, in our previous work using mi-
crodialysis [15,21], pyruvate and βHB perfusion started
60 min before AMPA and still protected. Furthermore,
we have shown that pyruvate and βHB are also good
protectors against glutamate-mediated excitotoxicity in
the hippocampus, in an in vivo model that does not use
AMPA but neurodegeneration is induced by stimulation
of glutamate release by 4-aminopyridine [28]. On the
other hand, these substrates share an important role in
energy metabolism. It is widely known that pyruvate is
the end product of glycolysis that can be oxidized by
mitochondria driving the synthesis of ATP [29]. Pyruvate
can also be taken by astrocytes and released as lactate to
serve as energy substrate to neighboring neurons. βHB
is a ketone body, a water-soluble mitochondrial fuel, that
can be used by neurons when its concentration increases
in the nervous system [30,31]. It is probably through
these energy-linked mechanisms that pyruvate and βHB
protect MN. In support of this interpretation, in cul-
tured neurons these substrates protect against the exci-
totoxic damage produced by NMDA or glutamate, by
stimulating the mitochondrial respiratory capacity and
thus improving energy production [32-36], thus suggest-
ing that in vivo they act through such mechanism. How-
ever, the protective effect of pyruvate and βHB has also
been associated to the ability of α-ketoacids to neutralize
H2O2 in a decarboxylating reaction. In cell cultures
pyruvate protected neuroblastoma and striatal neurons
exposed to H2O2 by diminishing the production of react-
ive oxidative species (ROS) [37,38], and βHB protected
neuronal cultures exposed to kainate or glutamate also
by reducing mitochondrial ROS production [33,34]. Im-
provement of the mitochondrial antioxidant defenses by
MitoQ [39] or by the overexpression of antioxidant en-
zymes [40] also protected MNs from neurodegeneration
induced by mutant G93A SOD1. Nevertheless, our re-
sults with ascorbate and GEE, an enzymatic cofactor and
potent antioxidant, and one of the major antioxidant
defenses of the cell, respectively, show that these
compounds were ineffective, except for some improve-
ment in the PGE task with ascorbate alone or in com-
bination with GEE, which however cannot be correlated
with a protection against MN loss. Thus, although a role
of oxidative stress cannot be completely discarded, espe-
cially in the mutant SOD-linked MN degeneration, our
results indicate that this mechanism is not the predom-
inant factor in the MN death induced by chronic excito-
toxicity, in agreement with our previous results with the
acute infusion of AMPA [21].
An important factor in ALS appears to be a non-cell

autonomous neuron death in which other cellular types,
mainly glial cells, may play a role [41]. In this respect,
our results show that AMPA induced a notable reactive
astrocytosis that was, similarly to MN loss, prevented by
the energy substrates but not by the antioxidants, sug-
gesting that it is a consequence of MNs death rather
than a direct effect of AMPA.

Conclusion
This work shows that mitochondrial energy substrates
protect spinal MNs from the neurotoxic cascade trig-
gered by chronic excitotoxicity due to AMPA receptors
overactivation, whereas antioxidants were not effective.
We conclude that deficits in mitochondrial energy me-
tabolism are an important factor in the mechanisms of
this excitotoxic MN death in the spinal cord, while the
role of oxidative stress is less significant. Because
glutamate-mediated excitotoxicity has been postulated
as a causative factor in MN degeneration in sporadic
ALS, these findings suggest possible preventive or thera-
peutic strategies for the disease.
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III.-  SEGUNDA ESTRATEGIA: EL FRAGMENTO TTC 
A pesar de que mundialmente se han evaluado diversos tratamientos para 

prevenir el daño neuronal y las respectivas  alteraciones motoras en diferentes modelos 
experimentales de ELA, hasta el momento, ninguno de ellos ha resultado exitoso en su 
aplicación clínica. Debido a ello, decidimos ampliar nuestro trabajo estudiando una 
nueva estrategia de neuroprotección basada en la posible estimulación de señales 
neurotróficas a través del uso de un péptido. Los antecedentes sobre las acciones de este 
péptido se presentan a continuación.  

 

ANTECEDENTES 

Neurotrofinas  

Los factores de crecimiento son moléculas proteicas que a través de cascadas de 
señalización intracelulares estimulan la diferenciación, proliferación y supervivencia 
celular. Aunque algunos de ellos tienen actividad en periodos restringidos durante el 
desarrollo, otros siguen activos a lo largo de toda la vida. Estas moléculas son 
sintetizadas por una amplia variedad de tipos celulares y son liberadas al medio 
extracelular para que logren comunicar su señal de forma parácrina o autócrina 
(Landreth, 2006).  

Desde los primeros estudios sobre estas moléculas, se demostró que las MNs 
espinales son células cuya supervivencia depende íntimamente de la señalización trófica 
generada por los factores de crecimiento liberados por el tejido al que inervan 
(Oppenheim et al., 1989). Hasta el momento, se sabe que son un poco más de 15 de 
estos factores los que influencian la supervivencia de las neuronas motoras espinales, 
incluidos entre ellos algunas neurotrofinas (Oppenheim, 1996).  

Las neurotrofinas (NTs) son una familia de cuatro factores de crecimiento 
semejantes en estructura y función, que actúan casi exclusivamente en el sistema 
nervioso de mamíferos. Estos péptidos son sintetizados como pro-neurotrofinas y la 
forma activa está conformada por un dímero unido por fuerzas no covalentes. En este 
grupo están incluidos el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotrófico 
derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofína 3 (NT3) y la 4/5 (NT4/5) (Landreth, 
2006).  

Estos factores señalizan a través de 3 receptores de tipo tirosina cinasa (Trk A, B 
y C) o de alta afinidad, y del receptor a NTs de 75 kDa (p75) o de baja afinidad. El NGF 
tiene mayor afinidad de unión por el receptor TrkA, BDNF y la NT4/5 por TrkB y la 
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NT3 se une mayormente a TrkC (Figura 4). Con respecto al p75, éste puede unirse a las 
cuatro NTs e incluso, puede regular la afinidad de los receptores Trk por sus distintos 
ligandos, así como la señalización intracelular (Deinhardt y Chao, 2014). 

Los receptores Trk activan tres principales vías intracelulares: la vía de las 
cinasas activadas por mitógenos (MEK/Erk), la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y la 
fosfolipasa C-γ (PLC-γ). Posterior a la unión del ligando, la activación de estas vías 
requiere la dimerización del receptor Trk y la fosforilación específica de residuos de 
tirosina (Y) que crean sitios de unión para reclutar a las proteínas de las diferentes 
cascadas de señalización. En los tres receptores Trk, la fosforilación en el residuo Y490 
es indispensable para activar a la vía MEK/Erk, mientras que la activación de la PLC-γ 
depende la de fosforilación de Y785. El residuo aminoacídico que debe ser fosforilado 
para activar a PI3K en el TrkA es la Y490 y en el TrkB  la Y515 (Deinhardt y Chao, 
2014) (Figura 4). 

 
Figura 4.- Vías de señalización activadas por las neurotrofinas. En el panel superior se 
representa con líneas continuas la interacción con mayor afinidad entre las NTs y sus receptores 
Trk. Cerca del receptor se resaltan los residuos de tirosina que requieren ser fosforilados para la 
activación de las respectivas vías de señalización MEK/Erk, PLC-γ y PI3K/Akt. CaM, calcio 
calmodulina, CAMK, calcio calmodulina cinasa, factores de transcripción en letras cursivas 
(Imagen modificada de Deinhardt y Chao, 2014 y Brunet et al., 2001).  



27 
 

Las vías de señalización neurotrófica regulan la actividad de algunos factores de 
transcripción (ej. CREB, NF-κB, FOXO, p53), y de esta manera estimulan la expresión 
de genes de supervivencia y disminuyen la expresión de genes de muerte (Brunet et al., 
2001; Huang y Reichardt, 2001) (Figura 4). A través de estos mecanismos las NTs 
pueden participar en diversas funciones celulares incluyendo supervivencia, 
diferenciación, proliferación, crecimiento y arborización axonal y dendrítica, así como 
la plasticidad neuronal (Chao, 2003; Poo, 2001). 

Con respecto a la localización de los receptores Trk, se sabe que están 
ampliamente distribuidos tanto en el SNC, como en el periférico. El receptor TrkA, al 
cual nos referiremos más adelante, se localiza abundantemente en la terminal axónica de 
la placa neuromuscular (NMJ) (Genç et al., 2004), así como los ganglios de la raíz 
dorsal (Qiao y Vizzard, 2002; Yamamoto  et al., 1996). Dentro de la médula espinal, 
aunque su expresión es mucho menor, se le puede encontrar preferentemente en el 
cuerpo de las MNs en la región ventral (Michael  et al., 1997, Yamamoto et al., 1996).  

Las NTs después de ser secretadas se unen a sus respectivos receptores Trk que 
pueden estar localizados en la membrana plasmática a lo largo del axón, en el cuerpo 
neuronal y en la pre- o postsinapsis. Después de esta unión, el complejo ligando-
receptor (NT-Trk) puede activar localmente sus cascadas de señalización o puede ser 
endocitado  través de un mecanismo dependiente de clatrinas (Figura 5)  (Grimes et al., 
1996; Zheng et al., 2008).  

 
 

Figura 5.- Mecanismo de acción del endosoma de señalización activado por neurotrofinas. Las 
NTs al unirse a los receptores Trk estimulan la activación de sus respectivas cascadas de 
señalización a nivel local (ej. en la terminal sináptica o el soma celular). Pero el complejo Trk-
NT también puede endocitarse y formar vesículas que llevan incrustado al receptor activado. 
Este endosoma en su transporte retroaxonal puede ir uniendo a sus diferentes moléculas 
señalizadoras. En consecuencia, a mayor distancia recorrida por el endosoma, mayor intensidad 
de la señal neurotrófica (barras crecientes). 
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Inicialmente, a este proceso de endocitosis se le asociaba directamente con el 
proceso de degradación del complejo ligando-receptor, pero se ha demostrado que tiene 
otras funciones. Estas vesículas denominadas “endosomas de señalización” pueden ser 
transportadas retrógradamente y, ya que  contiene en su membrana al receptor Trk 
activado, tienen la capacidad de ir uniendo y activando a las distintas proteínas 
señalizadoras a lo largo de su viaje a través del axón (Delcroix et al., 2003; Harrington 
et al., 2011; Marlin y Li, 2015) (Figura 5).   

Este mecanismo de señalización es de crucial importancia en el sistema nervioso 
periférico, donde las NTs son liberadas por el tejido blanco (ej. músculo esquelético) y 
su señal debe ser transportada hasta el soma de las neuronas en la médula espinal (ej. 
MNs espinales). Finalmente, la señalización neurotrófica termina cuando los receptores 
son degradados por la vía endocítica tardía o cuando son reciclados en la membrana 
plasmática (Bronfman et al., 2014). 
 

Las neurotrofinas como estrategia de neuroprotección 

La investigación básica ha generado una extensa cantidad de evidencia que 
demuestra que la administración de neurotrofinas, así como algunos factores de 
crecimiento puede evitar la muerte a las MNs espinales y mejorar la funcionalidad de 
las extremidades en modelos animales de ELA familiar (Gould y Oppenheim, 2011; 
Kim et al., 2014; Krakora et al., 2013; Suzuki et al., 2008). Particularmente, el grupo 
del Dr. Tapia ha demostrado que la administración espinal o intracerebroventricular 
(i.c.v.) del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), en una ventana de hasta 
2h, disminuye significativamente la neurodegeneración y la parálisis que se presenta en 
el modelo crónico de degeneración espinal (Tovar-y-Romo et al., 2007; Tovar-y-Romo 
y Tapia, 2012). También se mostró que esta protección depende de las vías PI3K, y en 
menor medida de MEK/Erk, las cuales son comunes a la señalización de las 
neurotrofinas (Tovar-y-Romo y Tapia, 2010).  

Sin embargo, los resultados exitosos obtenidos en la investigación básica no han 
podido ser replicados en estudios clínicos. Por ejemplo, en un tratamiento de nueve 
meses sólo la administración subcutánea de la dosis más alta (100 µg/kg) de BDNF 
logró una discreta mejoría en la funcionalidad muscular en pacientes con ELA (The 
BDNF Study Group, 1999). Para mejorar la biodisponibilidad de esta NT en pacientes 
diagnosticados con ELA, el BDNF también fue administrado intratecalmente a través de 
bombas osmóticas durante dos semanas. En este estudio, a pesar de que no estudiaron el 
efecto terapéutico, sí encontraron que esta NT induce efectos secundarios como 
parestesia y sensación de calor o quemazón en las extremidades inferiores (Ochs et al., 
2000). En un estudio más largo, se administró el factor neurotrófico ciliar tres veces a la 
semana durante nueve meses, pero no se encontró evidencia alguna de mejoría en la 
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fuerza muscular, ni en la supervivencia de estos pacientes con ELA. Por el contrario, se 
reportaron efectos adversos como anorexia, pérdida de peso y tos (ALS CNTF 
Treatment Study Group, 1996). Incluso, en un estudio en el que se administró el factor 
de crecimiento insulínico durante dos años en pacientes con esclerosis lateral, no se 
registró ninguna mejora en los parámetros motores, ni en la esperanza de vida al 
compararlos con el grupo tratado con placebo (Sorenson et al., 2008).    

El casi nulo éxito de los factores de crecimiento en los estudios clínicos se ha 
asociado, en gran parte, a su desfavorable perfil farmacocinético. Estos péptidos tienen 
un coeficiente de partición muy bajo, lo que les dificulta el atravesar membranas, y aún 
más, una tan selectiva como la hematoencefálica. También presentan una baja 
biodisponibilidad debido a su alta afinidad por la unión a proteínas plasmáticas y, 
además, tienen una elevada tasa de inactivación enzimática y eliminación. En conjunto, 
estas características dificultan la llegada de los factores de crecimiento hasta sus blancos 
celulares al interior del sistema nervioso, donde se espera que ejerzan su  señal trófica 
(Thorne y Frey, 2001). Adicionalmente, y como se mencionó en el párrafo anterior, 
algunos de estos péptidos inducen efectos tóxicos que aminoran su ventana terapéutica. 
Debido a estos detalles, aún se buscan alternativas terapéuticas seguras que logren llegar 
con eficiencia a las MNs espinales para estimular su supervivencia.   

 

La toxina tetánica y su fragmento C-terminal 

La familia de toxinas clostridiales está conformada por la neurotoxina tetánica 
(TeTx) sintetizada por Clostridum tetani, y por siete serotipos de neurotoxina botulínica 
(de la A-G) producidos por Clostridum botulinum. Estas toxinas además de compartir 
semejanzas en su origen, estructura y mecanismo de acción, se caracterizan por su gran 
afinidad y efectos tóxicos sobre el sistema nervioso (Pellizzari et al., 1999; Rossetto  et 
al., 2001). Aunque ambas toxinas son capaces de inhibir la liberación de los 
neurotransmisores, cualesquiera que éstos sean (Bergey et al., 1987; Kanda y Takano, 
1983), es generalmente aceptado que la toxina botulínica tiene mayor afinidad por 
inhibir la liberación de acetilcolina (Bigalke et al., 1981) y con ello producir una 
parálisis flácida o botulismo; mientras que la TeTx actúa principalmente inhibiendo la 
liberación de glicina y GABA (Bergey et al., 1987; Bigalke et al., 1981; Curtis y De 
Groat, 1968; Williamson et al., 1992), lo que da como resultado una parálisis espástica 
o tétanos. 

El Centro de Control y Prevención de Enfermedades de Estados Unidos señala 
que los espasmos de las cuerdas vocales y los músculos respiratorios, así como las 
fracturas y convulsiones son las complicaciones más frecuentes en pacientes con 
tétanos. Esta enfermedad es fatal en ~11% de los casos reportados y el porcentaje se 
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incrementa en la población mayor a los 60 años (~18%), así como en las personas no 
vacunadas (~22%). La dosis letal mínima de TeTx en humanos es de 2.5 ng/kg 
(equivalente a 175 ng para una persona de 70 kg), y de 1 ng/kg en ratones (0.3 ng 
extrapolando el dato para una rata de 300g) (Gill, 1982).  

La TeTx es sintetizada como una pro-toxina compuesta por una sola cadena 
peptídica de ~150 kDa. Este péptido después de ser sometido a un corte hidrolítico post-
traduccional da origen a la forma activa de la toxina que queda compuesta por una 
cadena de alto peso molecular (100 kDa) o cadena pesada, unida por un puente 
disulfuro a una cadena peptídica más pequeña (50 kDa) o cadena ligera. El dominio con 
actividad neurotóxica que actúa como una Zn2+-metaloproteasa se encuentra en la 
cadena ligera, mientras que en la cadena pesada residen las propiedades de unión y 
traslocación (Figura 6) (Lacy et al., 1998).  

 

 

Figura 6.- Formación del fragmento C-terminal de la toxina tetánica a partir de la toxina nativa. 
La TeTx es sintetizada como pro-toxina y tras someterse a un corte proteolítico post-
traduccional, se forma la estructura activa compuesta por una cadena pesada (CP) y una cadena 
ligera (CL) unidas por un puente disulfuro. El cambio en el pH del medio estimula un cambio 
conformacional que deja libre a la CL, la cual posee la actividad neurotóxica al actuar como 
Zn2+-metaloproteasa. Cuando se somete la TeTx a un tratamiento con papaína el resultado es un 
corte proteolítico sobre la CP que da paso a la formación del fragmento TTC.  
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Clostridum tetani puede entrar al organismo a partir de una lesión tisular. Bajo 
condiciones anaerobias las esporas germinan (3-21 días de incubación) y producen la 
TeTx que puede diseminarse por el organismo a través del sistema circulatorio y 
linfático. La toxina puede unirse a gangliósidos de membrana como GT1b y GD1b 
(Fitzsimmons et al., 2000; Fotinou et al., 2001; Sinha et al., 2000), y estimular su 
endocitosis preferentemente en terminales presinápticas colinérgicas (ej. en la NMJ) y 
en menor medida en terminales simpáticas (Meckler et al., 1990). Al interior de la 
vesícula la TeTx se protege de la degradación y facilita su transporte retrógrado hacia la 
médula espinal donde puede realizar transcitosis hasta llegar a las interneuronas (Turton 
et al., 2002). Durante su estancia al interior de la vesícula, la actividad de las bombas 
ATPasas de protones acidifica el lumen vesicular y estimula la translocación del 
dominio neurotóxico (cadena ligera) hacia el citoplasma (Cai et al., 2006; Fischer y 
Montal, 2007), donde queda libre para ejercer su acción neurotóxica. Este dominio con 
actividad Zn2+-metaloproteasa corta e inactiva a la sinaptobrevina-2 (Schiavo et al., 
1992; 1994), una proteína vesicular de la familia SNARE indispensable en la fusión de 
las vesículas sinápticas para la liberación del neurotransmisor (Figura 7).  

 

Figura 7.- Mecanismo de acción de la toxina tetánica. La TeTx puede unirse a gangliósidos de 
membrana en las terminales nerviosas periféricas y puede transportarse retroaxonalmente hacia 
el soma de las MNs espinales. En la médula espinal puede realizar trancitosis para llegar a las 
interneuronas y realizar ahí la inhibición de la liberación de los neurotransmisores a través de la 
actividad Zn2+-metaloproteasa de la cadena ligera (CL). Nótese la semejanza con el mecanismo 
de transporte de las NTs en la Figura 5.  

Debido a su facilidad para llegar a la médula espinal y, a su ya mencionada 
preferencia para inhibir la liberación de los neurotransmisores inhibidores (Bergey et 
al., 1987; Bigalke et al., 1981; Curtis y De Groat, 1968; Williamson et al., 1992), los 
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efectos de la acción de la TeTx son las contracciones musculares generalizadas y 
espasmos recurrentes (Pellizzari et al., 1999; Turton et al., 2002).  

Cuando se trata a la TeTx con la endopeptidasa papaína se genera un corte 
aproximadamente a la mitad de la cadena pesada, lo que da origen a dos péptidos: uno 
de ~50 kDa que corresponde al fragmento C-terminal de la toxina original (tetanus toxin 
C-fragment, TTC) y otro de ~100 kDa que incluye al dominio neurotóxico unido por un 
puente disulfuro a lo que resta de la cadena pesada (Figura 6). A diferencia de la TeTx 
cuya dosis letal mínima es de (1 ng/kg) en ratones (Gill, 1982), hasta el momento no se 
han reportado efectos tóxicos por la administración del TTC en dosis de hasta 40 µg/kg 
i.m. en rata (Mendieta et al., 2016). A pesar de estas diferencias, el fragmento mantiene 
las características de unión a membranas sinápticas y la capacidad para realizar 
transporte retrógrado como lo haría la toxina completa (Bizzini et al., 1981).  

La resolución de la estructura cristalina del TTC muestra que este fragmento está 
compuesto por un barril de láminas-ß tipo remolino y otro dominio de láminas-ß 
plegadas en forma de hoja de trébol (ß-trefoil) (Umland et al., 1997). De forma 
semejante a la TeTx completa, el fragmento TTC a través de su dominio ß-trefoil puede 
unirse a los gangliósidos de membrana GT1b y GD1b, pero no al GM1, (Fitzsimmons et 
al., 2000; Fotinou et al., 2001; Sinha et al., 2000). El fragmento en cultivos primarios 
de MNs espinales tiene la capacidad de unión e internalización en estas células 
(Herreros et al., 2000), y se ha demostrado que estas propiedades dependen de la 
integridad del dominio ß-trefoil, pues la eliminación de esta sección estructural inhibe la 
entrada y transporte del TTC in vitro e in vivo (Sinha  et al., 2000). Se sabe también que 
el TTC en cultivos de MNs comparte el sistema de transporte retrógrado con los 
receptores p75 y TrkB, así como con el NGF y BDNF. Este transporte es altamente 
dependiente de la actividad de las pequeñas GTPasas Rab5 y Rab 7 (Deinhardt et al., 
2006; Lalli y Schiavo, 2002).  

El TTC administrado intramuscularmente (i.m.) puede internalizarse en las 
terminales colinérgicas y en menor medida en las terminales simpáticas (Meckler et al., 
1990). Las MNs espinales in vitro, así como las células PC12 diferenciadas con NGF,  
expresan una proteína de ~15 kDa a la cual el TTC se une fuertemente, lo que pudiera 
explicar la afinidad del fragmento por las terminales nerviosas motoras (Herreros et al., 
2000). Sin embargo, esta proteína aún no se ha estudiado en modelos in vivo.  

Al inyectar el TTC en la lengua de roedores, este péptido tiene la capacidad para 
transportarse a las MNs del núcleo hipogloso que inervan la zona de la inyección (Coen 
et al., 1997; Miana-Mena et al., 2004). Particularmente, cuando es administrado en el 
músculo esquelético, el TTC puede llegar a los ganglios simpáticos y los ganglios de la 
raíz dorsal e la médula espinal (Meckler et al., 1990), pero se ubica preferentemente en 
las MNs inferiores que inervan al músculo inyectado, y en menor proporción en el 
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neurópilo (Coen et al., 1997; Miana-Mena et al., 2004; Ovsepian et al., 2015; Perreault 
et al., 2006; Roux et al., 2005) (Figura 8).  

 

Figura 8.- Evidencias del transporte retroaxonal del fragmento C-terminal de la toxina tetánica 
in vivo. A. Tejido del músculo elevador de la oreja de ratones sacrificados en los tiempos 
indicados, después de haber sido administrados en dicho músculo con el TTC fusionado a la 
proteína verde fluorescente (GFP-TTC, en verde). En el panel de observa que al transcurrir el 
tiempo la proteína GFP-TTC va disminuyendo su presencia en la placa neuromuscular. B. 
Micrografía del asta ventral de la médula espinal lumbar de un ratón sacrificado 24 h después de 
haber sido administrado con el TTC en el músculo gastrocnemio (en verde la GFP-TTC y en 
rojo la unidad B de la toxina colérica conjugada con AlexaFluor549 como marcador de 
transporte retroaxonal). C. Amplificación de B. Escalas: A = 5 µm, B = 20 µm, C = 5 µm. 
Modificado de Roux et al., 2005. 

En un trabajo muy detallado, Roux et al. (2005) mostraron que el TTC después 
de su administración en el músculo esquelético in vivo tiene gran afinidad para 
localizarse en dominios ricos en balsas lipídicas de las terminales nerviosas de la NMJ, 
y que además, se internaliza en la presinapsis a través de un proceso dependiente de 
clatrinas. Adicionalmente, se ha demostrado que esta internalización in vivo depende de 
la actividad muscular (Miana-Mena et al., 2002), y posiblemente esté asociada al 
proceso de reciclaje vesicular como se ha propuesto para la TeTx (Matteoli et al., 1996).  

Se ha calculado que la velocidad con la que el fragmento se transporta in vivo es 
aproximadamente 10 mm/h (Cabot et al., 1991). Los seguimientos temporales indican 
que desde su administración i.m. al TTC le puede tomar de 6-14 h para llegar a la 
médula espinal (Fishman y Carrigan, 1987; Horn y Büttner-Ennever, 1990), y puede 
tardar de 5-12 días para que se pierda su presencia en este tejido (Horn y Büttner-
Ennever, 1990; Larsen et al., 2006).  
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Debido a la facilidad del TTC para internalizarse y transportarse hacia las MNs 
espinales, ha sido utilizado ampliamente como una proteína acarreadora para transportar 
con eficiencia moléculas neuroprotectoras como proteínas antiapoptóticas (Carlton et 
al., 2008), factores de crecimiento (Calvo et al., 2011; Chian et al., 2009; Larsen et al., 
2006; Li et al., 2009) y enzimas antioxidantes (Figueiredo et al., 1997). 

 
Antecedentes de neuroprotección del TTC  

Cuando cultivos de neuronas corticales se exponen al TTC, éste estimula de 
forma dependiente de la concentración y transitoriamente, la fosforilación asociada a la 
activación común de los tres receptores Trk (Gil et al., 2003). Aunque no se presentan 
los datos de cada uno de los receptores, si se reporta que un tratamiento agudo con el 
fragmento incrementa la fosforilación Y490 en el receptor TrkA en preparaciones de 
sinaptosomas (Gil et al., 2001). Al analizar la cascada de señalización del TrkA en estas 
preparaciones in vitro, se encontró que la incubación con TTC fosforila e incrementa la 
actividad de la PLC-γ, lo que concuerda con el hecho de que el fragmento también 
incrementa la activación de las diferentes isoformas de PKC y su consecuente 
translocación de la fracción soluble a la fracción de membranas. Adicionalmente, se 
demostró que el TTC incrementa de forma concentración-dependiente las 
fosforilaciones asociadas a la activación de Akt y Erk 1/2. La activación de estas tres 
vías (Akt, Erk 1/2 y PLC-γ) por TTC depende de los receptores Trk, ya que se bloquea 
su activación con el uso de tirfostina-AG879 (inhibidor de estos receptores). Por su 
parte, sólo las vías Akt y Erk 1/2 activadas por el fragmento son dependientes de P13K, 
pues el uso de wortmanina (inhibidor de esta cinasa) disminuye significativamente su 
fosforilación (Gil et al., 2001; 2003).  

En cultivos de CGN, el BDNF es capaz de disminuir la muerte apoptótica 
inducida por bajas concentraciones de K+. Bajo estas mismas condiciones tóxicas, el 
TTC reduce significativamente la activación de la caspasa-3, la condensación de la 
cromatina y la muerte celular. Por su parte, tanto la wortmanina como el PD98059 
(inhibidor de MEK/Erk), bloquean estos efectos neuroprotectores del fragmento, lo que 
destaca la importancia de las vías PI3K y MEK/Erk en su mecanismo de acción (Chaïb-
Oukadour et al., 2004). El pretratamiento con el TTC también ha demostrado ser 
eficiente para disminuir la muerte apoptótica en cultivos de CGN expuestas a la toxina 
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPP+). Según los ensayos de 
inmunoprecipitación, el TTC bajo estas condiciones favorece la interacción de BAD con 
la proteína 14-3-3 al estimula la fosforilación de la primera proteína; adicionalmente, el 
fragmento mantiene la unión entre Bcl-XL y Bax, impidiendo de esta manera la 
activación de las proteínas pro-apoptóticas BAD y Bax (Chaïb-Oukadour et al., 2009).    
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Las balsas lipídicas y las plataformas de ceramidas son dominios membranales 
que juegan un papel importante en distintos procesos biológicos. Particularmente los 
receptores a neurotrofinas Trk y p75, se localizan en abundancia en las balsas lipídicas 
de la membrana plasmática, ya que a través de estos dominios ricos en gangliósidos se 
proporcionan las condiciones necesarias para la interacción entre estos receptores y sus 
ligandos (Figura 9). Las plataformas de ceramidas se forman comúnmente por la  
acción de la esfingomielinasa neutra sobre la esfongomielina de las balsas lipídicas 
(Abad-Rodríguez, 2006; Zonta y Minichiello, 2013). Esto resulta de interés pues en 
células PC12 diferenciadas con NGF y en CGN, la exposición a TTC genera un 
moderado, pero rápido y mantenido incremento en la síntesis de ceramidas, así como la 
formación de plataformas de este componente en la membrana plasmática. El bloqueo 
de la formación de estas plataformas de ceramidas con GW4869, inhibidor de la 
esfingomielinasa neutra, no afecta la entrada del fragmento a las células, pero disminuye 
considerablemente la fosforilación de Akt y la protección del TTC sobre las células 
PC12 expuestas a H2O2 (Cubí et al., 2013). Lo anterior apoya la hipótesis de que el 
TTC a través de la unión a gangliósidos de membrana, abundantes en las balsas 
lipídicas y en las plataformas de ceramidas, facilita su interacción con sus posibles 
receptores Trk para iniciar su mecanismo de neuroprotección (Calvo et al., 2012; Roux 
et al. 2005)  (Figura 9).  

 
 

 

 

 
Figura 9.- Esquema del posible mecanismo de interacción entre el fragmento C-terminal de la 
toxina tetánica y los receptores Trk. Las balsas lipídicas y/o los dominios de ceramidas son ricos 
en gangliósidos y proteínas señalizadoras como los Trk. El TTC se une con gran afinidad a los 
gangliósidos, y el movimiento lateral de los componentes lipídicos en estos dominios 
membranales podría facilitar el encuentro y unión entre el fragmento y los receptores Trk. Se 
propone que las NTs actúan por un mecanismo semejante. Modificado de Abad-Rodríguez, 
2006.  
 

Las discinecias son un efecto secundario de los tratamientos crónicos con 
levodopa en pacientes diagnosticados con la enfermedad de Parkinson. En ratas con 
lesión dopaminérgica en las que se indujo discinecia con un tratamiento crónico con 
levodopa, se encontró que el TTC administrado i.m. durante 3 días en una dosis de 20 
µg/Kg, no disminuyó los movimientos anormales involuntarios en estos animales 
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(Palafox-Sánchez et al., 2016). A diferencia de este antecedente, existen otros trabajos 
que demuestran que el TTC tiene un efecto neuroprotector in vivo. Por ejemplo, en ratas 
con inyección de MPP+ en el estriado, la co-inyección del fragmento en este núcleo 
disminuye la degeneración, mantiene los niveles de dopamina en el estriado cerca de los 
valores normales y es capaz de reducir la asimetría motora (Mendieta et al., 2009). 
Resultados semejantes se obtuvieron cuando se administró el TTC (20 µg/Kg i.m.) 
durante tres días, antes de lesionar a las ratas en el estriado con 6-hidroxidopamina 
(Mendieta et al., 2012).  

Estos antecedentes llevaron a probar la efectividad del fragmento TTC en un  
modelo de degeneración estriatal inducido por la administración de altas dosis de 
metanfetamina en ratas. En estos experimentos se encontró que el tratamiento con TTC 
(40 µg/Kg i.m.) durante tres días, disminuye la degeneración estriatal y previene la 
disminución de marcadores como la tirosina hidroxilasa y el transportador de dopamina 
en el núcleo estriado, además de que mejora la actividad locomotora de estos animales 
(Mendieta et al., 2016). Adicionalmente, la inyección i.m. de DNA codificante para 
TTC, cuatro días antes de someter a roedores a un modelo de isquemia cerebral global, 
evita la disminución de la actividad de la SOD1/2, además de que reduce 
considerablemente los marcadores de estrés oxidante (niveles de óxido nítrico, radical 
superóxido y peroxidación lipídica) en diferentes regiones cerebrales. A través de la 
evaluación de la actividad locomotora y las estereotipias, se encontró que este pre-
tratamiento génico con el fragmento es eficaz para disminuir la hiperactividad inducida 
por la isquemia (Radenovic et al., 2014).   

Con respecto a sus efectos en médula espinal, a través de experimentos 
realizados en los ratones G93A, se sabe que la administración i.m. de DNA codificante 
para TTC en las patas traseras y delanteras (tríceps y cuádriceps) no retrasa el inicio de 
los síntomas, pero sí logra incrementar la supervivencia de los animales. Aunque se 
observó que esta terapia génica disminuye la activación de caspasa-3 e incrementa la 
fosforilación de Akt en tejido de médula espinal, la protección sobre el número de MNs 
espinales es muy discreta (Moreno-Igoa et al., 2010). Por otro lado, en rebanadas 
organotípicas de médula espinal expuestas a glutamato durante 30min, la adición de 
TTC en medio de cultivo, 2 h antes y hasta 2 h después del estímulo excitotóxico, 
disminuye significativamente la muerte de las MNs. En este estudio, se demostró que la 
protección del fragmento está mediada por las vías PI3K y MEK/Erk, ya que el uso de 
los inhibidores de estas vías (LY294002 y PD98059) bloquea el efecto neuroprotector 
del TTC (Herrando-Grabulosa et al., 2013).    
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El TTC es un péptido no tóxico que ha demostrado ser eficaz para prevenir la 
muerte celular frente a diversos estímulos tóxicos. Sin embargo, no hay evidencia que 
demuestre su eficacia para proteger a las MNs de un estímulo excitotóxico crónico en la 
médula espinal, y tampoco existen datos reportados sobre su mecanismo de acción 
frente a este tipo de estímulos in vivo.  

 

 

OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 Evaluar el posible efecto neuroprotector del fragmento TTC en el modelo 
crónico de degeneración espinal inducido con AMPA y tratar de discernir su 
mecanismo de acción.  
 

Objetivos particulares 

 Evaluaremos distintas vías de administración del TTC para conocer si su 
transporte retroaxonal es determinante en sus efectos.  

 Evaluaremos la posible participación del receptor TrkA en el mecanismo de 
acción del fragmento.  
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MÉTODOS Y RESULTADOS II: ARTÍCULO ORIGINAL 

Tetanus toxin C-fragment protects against chronic excitotoxic stimulus in the 
spinal cord in vivo 

Citlalli Netzahualcoyotzi y Ricardo Tapia 
(Enviado para su publicación) 

 

Resumen 

Las enfermedades de la neurona motora son un conjunto de padecimientos 
caracterizados por la muerte progresiva de las MNs. La ELA es su forma más frecuente 
y, aunque aún se desconoce plenamente la causa de la neurodegeneración, se propone 
que el mecanismo excitotóxico pudiera estar implicado. Los factores de crecimiento que 
estimulan la supervivencia celular han sido propuestos como terapia para la ELA. Sin 
embargo, su débil perfil farmacocinético ha limitado su eficacia. Debido a esto, aún se 
buscan nuevas estrategias de neuroprotección que tengan la capacidad de llegar al SNC 
y ejercer ahí su señalización trófica. El TTC, es un péptido sin actividad tóxica que se 
caracteriza por su eficiencia de unión y transporte desde las terminales axónicas 
periféricas hasta el SNC, con especial tropismo para ubicarse en las MNs espinales. Este 
péptido ha mostrado efectos neuroprotectores contra diferentes estímulos tóxicos, y 
hasta ahora, hay escasas evidencias sobre su mecanismo de protección in vivo. En este 
trabajo evaluamos si el TTC era capaz de proteger de los efectos tóxicos del modelo 
crónico de degeneración espinal inducido con AMPA. El fragmento fue administrado 
directamente en la médula espinal o a través de una inyección i.m. en las patas traseras. 
Los datos muestran el TTC protege significativamente de la neurodegeneración espinal 
inducida con AMPA, además de que disminuye las alteraciones motoras y previene la 
parálisis en estos animales, especialmente cuando el fragmento es administrado i.m. 
También evidenciamos que el tratamiento con TTC i.m. es efectivo en una ventana de 
tiempo de al menos 6 h, posterior al inicio del estímulo excitotóxico en la médula 
espinal. Mostramos además, que el TTC i.m. incrementa la fosforilación del receptor 
TrkA en la médula espinal y que la inhibición farmacológica de este receptor localizado 
en la NMJ decrece significativamente, pero no bloquea por completo, los efectos del 
fragmento. Estos resultados son los primeros en demostrar el efecto neuroprotector de la 
administración i.m. del TTC contra un proceso excitotóxico crónico en la médula 
espinal in vivo. También evidenciamos por primera vez que la protección ejercida por el 
fragmento depende parcialmente de la activación del receptor TrkA de la NMJ, así 
como de su transporte retroaxonal hacia las MNs espinales.  
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Tetanus toxin C-fragment protects against chronic excitotoxic 
stimulus in the spinal cord in vivo 

Citlalli Netzahualcoyotzi & Ricardo Tapia 
 
 

Abstract. Excitotoxicity is an important mechanism of neuronal death in 
neurodegenerative diseases. The tetanus toxin C-fragment (TTC) is a non-toxic peptide that 
can be transported from peripheral axons into spinal motor neurons (MNs). TTC and has 
been shown to protect against neurodegeneration in some experimental models in brain 
regions, but there are no data on its protective action against excitotoxicity in the spinal 
cord in vivo. We tested such possible effect of TTC in our well-established model of 
chronic motor neuron degeneration induced by excitotoxicity due to the overactivation of 
AMPA receptors in the rat lumbar spinal cord. The i.m. injection of TTC protected against 
MN death and thus reduced the motor deficits induced by AMPA, when administered both 
before or 6-24 h after the beginning of AMPA infusion, whereas the intraspinal co-infusion 
with AMPA was much less effective. We also found that the i.m. injection of TTC 
increased TrkA receptor phosphorylation (Y490) in spinal MNs and that the i.m. 
administration of a specific blocker of this receptor significantly diminished the protection. 
Given the efficacy of its protective effects after a simple route of administration, we 
suggest that TTC could be considered as a potential therapeutic candidate for MN diseases. 

 

Introduction  

Motor neuron diseases are neurological disorders characterized by the specific 
degeneration of upper and/or lower motor neurons (MNs). This specific neurodegeneration 
leads to muscular symptoms that include hyperreflexia, fasciculation, weakness and atrophy 
that finally result in paralysis and death1. Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the most 
common and severe form of these diseases, with a global incidence of ~3 cases/100,000 
population2. The etiology of MN degeneration in ALS remains to be elucidated, but it has 
been proposed that excitotoxicity, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, protein 
aggregation and neuroinflamation are some of the mechanisms participating in the 
development of the disease3,4. Our group has shown that the excitotoxicity produced by 
chronic infusion of α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) in the 
rat lumbar spinal cord leads to progressive MN death, accompanied by intense astrogliosis, 
that results in paralysis of the rear limbs5,6. Importantly, this well-established model of 
progressive spinal MN degeneration in vivo does not depend on genetic alterations, as is the 
case in the vast majority of ALS cases.  
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Among the many compounds that have been tested to prevent or delay the progress 
of neurodegeneration in ALS, growth factors, including the neurotrophin (NT) family, have 
been considered as a potential beneficial strategy5,7-10. Nonetheless, clinical testing of these 
growth factors in ALS have been unsuccessful11-13, owing in part to the poor 
pharmacokinetic profiles of these factors, including rapid enzymatic inactivation, fast 
clearance process, sequestration, and potential immunogenicity, which complicate reaching 
target sites inside the central nervous system14. Hence it is of importance to look for 
alternative strategies that permit or facilitate the transport of the factors to reach MNs and 
exert their neurotrophic signaling.  

The tetanus toxin produced by the anaerobic bacteria Clostridium tetani is a single-
chain polypeptide of approximately 150 kDa, which is post-translationally nicked to form 
the active isoform conformed of a light chain (~50 kDa) and a heavy chain (~100 kDa) 
linked by a disulfide bond. The catalytic and neurotoxic domain of the toxin resides in the 
light chain, while the translocation and receptor-binding domains are present in the heavy 
chain. The heavy chain has been cleaved with papain into two parts (~50 kDa each), 
consisting of the tetanus toxin carboxyl-fragment (TTC) and the N-terminal portion of this 
chain15,16.  The TTC does not have the toxic effects of the native toxin17,18, but maintains 
the capacity of membrane binding19-21, internalization, and retrograde transport22 with 
preferential localization in MNs, as demonstrated by studies in vitro16,23 and in vivo24-26. 
Furthermore, this fragment activates NT-regulated signaling pathways in vitro27-29 and has 
neuroprotective effects in primary cerebellar granule cell cultures exposed to toxic low 
concentration of potassium or treated with 1-methyl-4-phenylpyridinium29,30, as well as in 
animal models of cerebral ischemia31 and Parkinson’s disease32. TTC also improved MN 
survival in spinal cord organotypic cultures exposed for short time periods to glutamate33, 
but the efficacy of the fragment to protect against excitotoxic degeneration of spinal MN in 
in vivo has not been studied, and this is the purpose of the present work.  

We tested the effect of the intraspinal and i.m. administration of the fragment, and 
we found that the i.m. injection significantly protected against the neurodegeneration and 
rear limb paralysis. Furthermore, we determined that TTC i.m. treatment increases TrkA 
receptor phosphorylation (Y490) in spinal MNs and that the blockade of this receptor in the 
neuromuscular junction (NMJ) partially prevents the TTC-induced neuroprotective effects. 
These results are the first demonstration of a protective action of TTC against 
neurodegeneration in the spinal cord in vivo.  
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Results 

TTC i.m. administration exerts better protection than the spinal infusion  

The control rats infused in the spinal cord or i.m. administered with vehicle or TTC 
alone did not exhibit motor dysfunctions or histological damage at any time (Figs. 1b and 
3). The continuous infusion of AMPA triggered alterations in the position of the phalanges 
of the ipsilateral rear limb, which started on day 4 and gradually progressed to the 
contralateral side, resulting in complete bilateral hind limb paralysis at the end of the 
experiment (Fig. 1a). The progress of these alterations is clearly observed in the rotarod 
test. Whereas control rats remained in the rod for the total test period of 120 s, the score of 
animals treated with AMPA was about 70 s at day 1, and progressively decreased until ~20 
s on day 7 (Fig. 1b).  

The protective effect of TTC was first evaluated by its continuous spinal infusion 
together with AMPA. At the end of the experiment, these animals were not able to control 
the ipsilateral phalanges but there was still control of the contralateral ones (Fig. 1a). Their 
rotarod performance was not different as compared with AMPA alone until day 4, but on 
the last three days these animals showed a slight although significant improvement in their 
motor performance, scoring ~50 s (Fig. 1b). The i.m. administration of TTC exerted a much 
better protection: both pre- and post-treatments almost totally prevented the AMPA-
induced alterations in the phalanges of rear limbs (Fig. 1a), and the protection exerted by 
the pre-treatment was highly significant along the entire duration of AMPA infusion, since 
the time on the rotarod was ~80-110 s, close to the control 120 s. The post-treatment was 
even more effective than the pre-treatment, and the protection started after day one, with 
times of ~90-100 s on the rotarod (Fig. 1b).   

The histological analysis (Figs. 2 and 3) revealed that after seven days of surgery 
control rats exhibited ~20 MNs per section with normal morphology. As previously 
described6, AMPA in the infused region caused a significant ~88% loss of MNs in the 
ipsilateral ventral horn and ~47% in the contralateral side, accompanied by intense reactive 
astrogliosis, as detected by glial fibrillary acidic protein (GFAP) immunohistochemistry, in 
both horns. These effects were less intense in the rostral region, exhibiting ~78% damage in 
the ipsilateral horn and ~32% in the contralateral side. The different TTC treatments 
notably prevented this massive loss of MNs and also prevented astrogliosis (Fig. 2). Rats 
co-infused with TTC and AMPA did not show differences in the number of MNs in the 
rostral region as compared to AMPA alone, but in the infused area the fragment 
significantly decreased neuronal death to ~74% in the ipsilateral horn and to ~30% in the 
contralateral side. In contrast, the i.m. pre- and post-AMPA TTC injections significantly 
protected against AMPA-induced neurodegeneration in both regions analyzed. In the 
infused area MN death was only of ~66% in the ipsilateral side and ~25% in the 



4 
 

contralateral horn. In the rostral zone the protection was remarkable, since there was only 
~47% damage in the ipsilateral horn and ~14% in the contralateral one (Fig. 3).    

 

The blockade of TrkA receptor in the muscle decreases the protective effect of TTC   

To investigate the involvement of TrkA receptor in the protection exerted by TTC, we first 
analyzed the presence of the activated phosphorylated (phospho-Y490) form of the 
receptor34 in the spinal cord, by means of immunofluorescence. A double 
immunohistochemistry for SMI-32 as a neuronal marker and for TrkA receptor (phospho-
Y490) in control rats revealed co-localization of both indicators, thus confirming the 
presence of this NT receptor in MNs (Fig. 4). AMPA treatment did not alter this labeling 
but, as the micrographs and the quantitative analysis show, TTC i.m. alone slightly 
increased the fluorescent signal for TrkA (phospho-Y490). The immunochemical analysis 
also revealed a tendency, although non-significant, to increase this labeling in the group 
AMPA + TTC i.m. post-treatment (Fig. 4).  

Then we used the specific inhibitor for TrkA receptor: GW-44175635, administered 
i.m. at different times, to test whether this treatment affected the protection by TTC. In 
these experiments we studied only the effects of the i.m. TTC post-treatment, which was 
very effective even when the excitotoxic process had already started. DMSO used as a 
vehicle, or GW-441756 alone, were innocuous (data not shown). As shown in Fig. 5, the 
i.m. co-administration of TTC and GW-441756 did not alter the protection induced by the 
fragment neither in the rotarod test nor in MN survival. However, when GW-441756 was 
injected 6 and 24 h before TTC, significantly reduced, although not completely abolished, 
the protection exerted by the fragment. Rats from this group scored significantly lower 
times on the rotarod as compared to AMPA + TTC group (~65-80 s vs ~90-100 s). This 
effect was evident from day 3 and lasted during the remaining days of evaluation (Fig. 5a). 
Correspondingly, this GW-441756 pre-administration reduced the protection by TTC 
against MN damage, since the neuronal loss was comparable to the degeneration induced 
by AMPA alone in both the infused and the rostral regions (Fig. 5b).  

 

Discussion  

In this work we demonstrate for the first time that the TTC i.m. treatment, with a 6-
24 h effective time frame, remarkably protected against rear limbs paralysis and spinal MN 
death induced by the chronic AMPA-induced excitotoxicity in the spinal cord, whereas the 
intraspinal infusion was less effective. The protection was partially prevented by the 
blockade of TrkA receptors located in the muscle.  
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The initial approach of infusing TTC in the spinal cord proved to be only slightly 
effective for protecting against AMPA-induced toxic effects, differently from data 
indicating that the direct application was protective against the neurodegeneration induced 
by 1-methyl-4-phenylpyridinium in the striatum32 and by β-amyloid peptide 25-35 in the 
medial septum36. This weak effect could be due to the constant transynaptic movement of 
the TTC and its concomitant clearance from the site of infusion37,38, but it could also be due 
to the scarce existence of the putative receptor TrkA in the ventral horn of the spinal 
cord39,40, which we corroborated in the present work by immunohistochemistry of its 
phosphorylated form (Fig. 4). 

 The i.m. injection of TTC, before or after the beginning of the AMPA-induced 
excitotoxic process, not only efficiently prevented the paralysis of the rear limbs, but also 
the bilateral MN degeneration and the concomitant glial response elicited by the continuous 
infusion of AMPA during seven days. A similar but much less significant effect has been 
described in the mutant SOD1-G93A murine model of familial ALS after the i.m. injection 
of naked DNA encoding for TTC 41. The high efficacy of the i.m. injection of TTC in our 
model could be explained by the presence of the TrkA receptor in the NMJ42,43 and the 
retrograde transport of the fragment from peripheral nerve terminals to the spinal cord, 
which has been extensively described25,26,44,45, since the i.m. administration of the blocker 
GW-441756 diminished the protection. The fact that some protection was still evident 
might be due to the possible participation of other receptors, such as TrkB22, in the TTC-
induced effects. Interestingly, this requirement of axonal transport for the protection is 
similar to that for the cellular survival promoted by the signaling endosome activated by 
NT46-49.  

 TrkA receptor phosphorylation in Y490 is associated to the activation of survival 
pathways MAPK/ERK and PI3K34. Remarkably, the injection of TTC alone on the 
forelimb muscles increased this phosphorylation in spinal MNs, suggesting that these 
pathways might be the intracellular mechanism of the protection, consistently with previous 
findings showing that the activation of these routes by the vascular endothelial growth 
factor (VEFG) was effective to protect against the toxic effect of AMPA in our chronic 
model of spinal MN degeneration50. The protection by VEGF against the acute application 
of AMPA was effective when administered i.c.v. one h after the beginning of the rapid 
excitotoxic process developed in 3-12 h51, whereas the i.m. injection of TTC 6-24 h after 
the beginning of AMPA infusion proved to be very effective in the present chronic model.  

 Taking in consideration that TTC at very low dosage is very efficient to exert 
neuroprotection, and because of its easy route of administration to induced these effects, 
even when administered after the beginning of the degeneration process, we consider that 
the TTC has the potential to be considered as a therapeutic option for motor neuron 
diseases.  
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Methods 

Animals. Adult male Wistar rats (280–300 g) were used in all the experiments and were 
handled in accordance with the Official Mexican Regulation concerning the Laboratory 
Animal Welfare (NOM-062-ZOO-1999) and with approval of the Local Animal Care 
Committee (Approval No. RTI21-14). Rats were housed in a laboratory environment with a 
12 h light/dark cycle and with food and water ad libitum along the entire experiment. All 
efforts were made to avoid unnecessary suffering of the animals.  

Surgery and drug administration. The implantation of the osmotic minipumps and 
intraspinal cannula was carried out essentially as previously described5,6 and therefore only 
a brief description will be given. AMPA concentration was chosen on the basis of this 
previous work. 

RS-AMPA (Tocris, Ellisville, MO) was dissolved in 0.1 M phosphate buffer (PB), 
pH 7.4. The osmotic minipumps (Alzet model 2004, capacity ~250 µL, flow rate 6 µl/day) 
were filled with vehicle as a control, 1 mM AMPA, TTC at the concentration indicated 
below, or AMPA + TTC, and they were incubated in sterile isotonic saline solution at 37° 
for 48 h for stabilization before the implantation. The day of surgery rats were anesthetized 
with isoflurane 1-2% in a 95% O2 + 5% CO2 mixture and placed in a stereotaxic spinal 
unit. After shaving and disinfection of the skin an incision was made on the back of the 
animal. The lumbar region was carefully exposed and the muscles surrounding the T13 
vertebra were retracted. The spinous process of this vertebra was lowered and on this site a 
stainless-steel screw (3.7 mm long, 1 mm diameter) was inserted to anchor the implant. A 
1-2 mm diameter hole was drilled at the same vertebrae and a small cut of the meninges 
was made to insert a borosilicate glass probe (1 mm long, 50 µm I.D. x 80 µm O.D., 
VitroCom Inc.) into the right dorsal horn of the spinal cord (between L3-L4 spinal 
segments, Fig. 1b). The other end of the cannula was connected through a plastic tubing 
(1.7 cm long) to the osmotic minipump, which was implanted subcutaneously in the back 
of the rat. The probe and the screw were fixed to the bone with dental acrylic. At the end of 
the surgery, the skin incision was closed with surgical stainless-steel clips and rats received 
a single i.m. dose of penicillin (50 U). After recovering from anesthesia animals were kept 
in individual cages and it was verified that there were no motor alterations because of the 
surgical procedure.   

TTC was obtained commercially (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX), dissolved 
before the experiment in 0.1 M PB and administered by means of two different routes: 
direct spinal infusion or i.m. injection. For the spinal treatment TTC, alone or mixed with 
AMPA, was infused through the minipump at a 20 nM concentration, which was chosen on 
the basis of the results of experiments in vitro27,28. As indicated in Fig. 6a, the TTC spinal 
infusion lasted seven days and, as a result, a total amount of ~42 ng of the fragment were 
infused into the spinal cord of each rat.  
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For the i.m. administration of TTC, on the basis of our previous study on the effects 
of AMPA infusion between L3 and L4 spinal cord segments6, we decided to inject the 
fragment into the gastrocnemius and hamstring muscles (Fig. 6b), both involved in rear 
limbs movement. As indicated in Fig. 6a, we injected TTC following two different 
protocols: pre-treatment injections were made 24 h and 48 h before the surgery, and post-
treatment injections, 6 h and 24 h after the implantation. All injections were made 
bilaterally in the two muscles mentioned. The final dose of each treatment was 1.3 µg/kg 
(~400 ng/rat). This dosage is one of the lowest previously reported to be effective52.  

In other experiments, the TrkA receptor blocker GW-441756 (Sigma, St. Louis, 
MO), dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) was administered i.m. (430 µg/kg, ~130 
µg/rat) simultaneously with the TTC (co-administration), or 6 h before the first injection of 
TTC and one h before the second injection (pre-administration) (blue and green arrows in 
Fig. 6a, respectively). We also evaluated the i.m. administration of DMSO alone as a 
vehicle control. In these experiments some rats treated with AMPA alone and with AMPA 
+ TTC post-treatment were included in parallel and the data were grouped with other rats 
similarly treated. Therefore, the results of these two groups are the same in Figs. 1b, 3 and 
5a, b.  

Assessment of motor function. Five days before surgery rats were trained to reach 120 s 
on the rotarod test (Columbus Instruments, Columbus, OH), with rotation starting at 10 rpm 
and accelerated at 0.2 rpm/s. The rats that did not fully complete the rotarod training were 
discarded from the experiment before surgery. Three trials/day/rat were assessed on the 
rotarod from the day of surgery and until the seventh day, when animals were anesthetized 
and perfused for histology (Fig. 6a). In addition, holding up the tail we daily 
photographically recorded the changes in the position of the rear limbs.  

Histology and immunohistochemistry. For the histological and immunohistochemical 
analyses of the spinal cord, rats were transcardially perfused seven days after osmotic pump 
implantation (unless indicated otherwise), with 0.9% saline solution followed by 4% 
paraformaldehyde in PB pH 7.4. Spinal cords were removed, post-fixed 48 h at 4°C and 
dehydrated with sucrose solutions (up to 30%). Transverse sections (40 μm thick) of the 
spinal cords were obtained in a cryostat. Sixty serial slices were obtained from the site of 
the cannula infusion and sixty from the immediate region rostral to the infused zone. These 
are referred in Results as the infused and rostral region, respectively. Alternate sections 
were stained with cresyl violet or immunostained as indicated below. The Nissl-stained 
slices were used for the assessment of morphologically healthy MNs in the ipsilateral and 
contralateral ventral horns. Large neurons with a soma diameter >20 μm and 
distinguishable nucleus, similar in appearance to those of the control and intact rats (Fig. 
2a) were manually counted. Fifteen histological slices/rat/region were analyzed.   
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For immunohistochemistry, we used the neurofilament protein SMI-32 and GFAP 
as markers of neurons and astrocytes, respectively. We also determined the location of the 
TrkA receptor but in these experiments animals (n=4 per group) were fixed four days after 
surgery (or four days after the first i.m. injection in the TTC-alone group), in order to detect 
and analyze a sufficient number of MNs, before the occurrence of the extensive AMPA-
induced damage. In brief, the free-floating sections were blocked with 5% bovine serum 
albumin in phosphate buffer saline (PBS)–Triton X-100 (0.3%) for 2 h, and then incubated 
with the corresponding primary antibody: mouse polyclonal anti-SMI-32 (1:1000, 
Covance), chicken polyclonal anti-GFAP (1:1000, Abcam) and rabbit polyclonal anti-
phosphorylated TrkA (phospho-Y490) (10 µg/ml, Abcam) for 48 h at 4°C. Then the slices 
were washed 4x15 min in PBS–Triton X-100 and incubated with the secondary antibody 
for 2 h at room temperature. We used goat anti-mouse Texas-Red (Invitrogen), goat anti-
chicken FITC (Novex), and for confocal microscopy we worked with donkey anti-mouse 
Alexa546 (Invitrogen) and goat anti-rabbit Cy5 (Life Technologies). Finally, sections were 
washed and mounted on silane-covered slides and coverslipped with fluorescent mounting 
medium (DAKO). The cross-reactivity in the immunofluorescent technique was excluded 
by control slices incubated in the absence of primary antibodies. There was no 
immunostaining in these controls. 

The immunostaining for SMI-32 and GFAP was visualized under an 
epifluorescence Olympus microscope. SMI-32 and TrkA receptor (phospho-Y490) were 
observed by confocal microscopy (LSM 710-Zeiss). The merged images are the maximum 
intensity projection obtained from Z-stack analysis. The corrected total cellular 
fluorescence (CTCF) for TrkA (phospho-Y490) in the spinal MNs was calculated using the 
formula previously reported: CTCF = integrated density – (area of selected cell × mean 
fluorescence of background readings)53. Merged images and CTCF were obtained with 
Image J/FIJI (NIH, Bethesda, MD). Five histological slices/rat were analyzed (n=4 per 
group).  

Statistical analysis. The time on the rotarod and the number of MNs was analyzed by 
ANOVA followed by Tukey post hoc test. To analyze the CTCF we used Kruskal-Wallis, 
Dunn's Multiple Comparison post hoc test. A value of p<0.05 was considered statistically 
significant. The statistical analysis was performed using Prism 5 Software (San Diego, 
CA). 
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Figure 1. Progressive motor alterations induced by AMPA and protection by TTC. (a) 
Representative posterior views of the rear limbs (I, ipsilateral) at the beginning (day 1), the middle 
(day 4) and last day (day 7) of the experiment show the alterations in the position of the rear limb 
(discontinuous lines) and phalanges (arrowheads). (b), motor performance assessed by the rotarod 
test was significantly affected by AMPA infusion and i.m. TTC prevented this alteration, whereas 
the spinal treatment was less effective. Grey bars highlight the initial, middle and last day of 
infusion shown in (a). Three trials/day/rat were assessed on the rotarod test. Data are mean values ± 
SE for the number of animals shown in parentheses.  The TTC alone group includes 3 rats treated 
with i.m. TTC injection and 3 with spinal infusion.  **p<0.01, ***p<0.001 vs AMPA. ##p<0.01, 
###p<0.001 vs spinal and &p<0.01 vs pre-treatment.  
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Figure 2. TTC treatment protects against the spinal MN degeneration induced by chronic 
excitotoxicity in the spinal cord. (a) Representative micrographs of Nissl-stained sections of the 
infused lumbar spinal cord region of rats treated as indicated, seven days after minipump 
implantation. Quantitative analysis is shown in Fig. 3. (b) Representative epifluorescence images of 
SMI-32 (red) and GFAP (green) immunohistochemistry of the ipsilateral ventral horns at the 
infused spinal cord region of rats treated as indicated, seven days after minipump implantation. 
AMPA induced a notable astrogliosis that was prevented by TTC, especially after i.m. 
administration. These effects were similar in the contralateral ventral horn.  
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 Figure 3. Quantitative analysis of the protection by TTC. Number of healthy MNs in the 
ipsilateral and contralateral ventral horns in the infused spinal cord region and in the adjacent rostral 
zone of rats treated as indicated, seven days after minipump implantation. AMPA induced almost 
complete loss of spinal MNs and TTC, mainly after i.m. administration, prevented this damage in 
both the infused and the rostral regions. Fifteen histological slices/rat/region were analyzed. Data 
are mean values ± SE for 5 (control), 10 (AMPA), 11 (TTC pre-treatment), 7 (TTC post-treatment) 
and 8 (TTC spinal infusion) rats. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs corresponding side of the 
AMPA group. ##p<0.01 vs corresponding side of the spinal treatment.  
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Figure 4. The i.m. administration of TTC increases TrkA receptor (phospho-Y490) in spinal 
MNs. Representative confocal micrographs of the ipsilateral ventral horns immunostained for SMI-
32 (red) and TrkA (phospho-Y490) (green) in the lumbar section of rats treated as indicated, four 
days after minipump implantation. The TTC i.m. alone group received a bilateral i.m. 
administration of the fragment, and the white bar represents the average of both ventral horns. The 
analysis of the corrected total cell fluorescence (CTCF) of the images shows that TTC i.m. alone 
increased the phosphorylation of the TrkA receptor. Five histological slices/rat were analyzed (n=4 
per group). Data are mean values ± SE. **p<0.01.  
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Figure 5. The i.m. administration of the TrkA receptor inhibitor GW-441756 prevents the 
protection exerted by TTC. (a) Motor performance assessed by the rotarod test shows that the i.m. 
administration of the inhibitor before the TTC, but not the co-administration, significantly 
decreased the protection induced by TTC. Three trials/day/rat were assessed. Data are mean values 
± SE for the number of rats shown in parentheses. ***p<0.001 vs AMPA and #p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001 vs the other TTC treatments. (b) Number of healthy MNs in the ipsilateral and 
contralateral ventral horns of the infused and rostral region of the lumbar spinal cord, seven days 
after minipump implantation. Fifteen histological slices/rat/region were analyzed. Data are mean 
values ± SE for the number of rats indicated in (a). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs 
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corresponding side of the AMPA group. #p<0.05, ## p<0.01 vs corresponding side of the GW-
441756 i.m. pre-administration group.  

 

 

 

Figure 6. Experimental design. Scheme (a) indicates the timing of the rotarod training and test, 
and the duration of the continuous spinal infusion of AMPA and TTC (grey horizontal bars). Black 
thin arrows indicate the timing of TTC i.m. injections before (TTC i.m. pre-treatment) or after (TTC 
i.m. post-treatment) surgery. The TrkA blocker GW-441756 was injected i.m. at the same time of 
TTC (co-administration, blue arrows) or before TTC (pre- administration, green arrows). All i.m. 
treatments were made bilaterally in both the gastrocnemius (G) and hamstring muscles (HM), 
shown in (b) as related to the infused (pink) and rostral (blue) regions of the spinal cord, which 
were analyzed separately by histology (Fig. 4). The black dot represents the position of the probe in 
the spinal cord. 
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IV.  DISCUSIÓN  
La ELA se caracteriza por la degeneración selectiva de las MNs, lo que ocasiona 

una parálisis progresiva de la musculatura esquelética y finalmente la muerte del 
paciente. Aunque se considera que la ELA pudiera ser una enfermedad de etiología 
multifactorial (Cleveland y Rothstein, 2001; Mancuso y Navarro, 2015), los resultados 
experimentales ponen de manifiesto que la excitotoxicidad pudiera ser uno de los 
principales mecanismos de daño en esta patología, ya que las MNs son particularmente 
sensibles a este tipo de estímulos (Carriedo et al., 1996; 2000; Corona et al., 2007; 
Corona y Tapia, 2004; 2007). Es por ello relevante el estudio de estrategias enfocadas 
en disminuir los efectos dañinos mediados por el proceso excitotóxico. 

  

Efecto de los sustratos energéticos 

Durante el proceso excitotóxico es frecuente encontrar alteraciones estructurales 
y disfunción mitocondrial en las células, así como un aumento en el estrés oxidante 
(Gleichmann y Mattson, 2011; Görlach et al., 2015; Orrenius et al., 2015; Santa-Cruz et 
al., 2012). Sin embargo, no está claro hasta qué punto la disfunción del metabolismo 
energético mitocondrial y el estrés oxidante participan en el proceso de 
neurodegeneración in vivo generado por un estímulo excitotóxico.  

En uno de nuestros antecedentes trabajamos con el modelo de la 4-AP en ratas. 
La administración de este bloqueador inespecífico de canales de K+ en el hipocampo de 
ratas, induce de forma casi inmediata la liberación de glutamato y genera epilepsia, 
además de que provoca la degeneración de las neuronas piramidales de las regiones 
CA1 y CA3, entre 12-24 h después de su administración. Sabemos que la muerte en este 
modelo está mediada por el proceso excitotóxico, debido a que el uso de MK-801 para 
inhibir a los receptores NMDA, aunque no bloquea la epilepsia, sí disminuye 
significativamente la neurodegeneración (Peña y Tapia, 1999; 2000; Vera y Tapia, 
2012).  

Nosotros encontramos que la infusión en hipocampo de los sustratos energéticos 
piruvato, BHB y α-cetoglutarato disminuye en gran medida la muerte neuronal inducida 
con 4-AP. Recientemente se demostró que la administración i.v.c. de de 4-AP en ratas, 
disminuye significativamente los niveles de fosfocreatina en la corteza cerebral durante 
el estado epiléptico y, además, reduce la actividad del complejo I mitocondrial a las 20 
h, 3 y hasta 5 semanas después de haber inyectado la droga (Folbergrová et al., 2016). 
Con esto antecedentes y nuestros resultados, proponemos que la protección generada 
por los sustratos energéticos se debe a su capacidad para ser incorporados al 
metabolismo oxidativo celular, y favorecer de esta manera la producción energética para 
hacer frente a los requerimientos energéticos que exige el proceso excitotóxico.  



40 
 

Por otro lado, también se ha demostrado que 60 min después de administrar 4-
AP i.c.v. en ratas, se incrementa la marca para dihidroetidio, como marcador de la 
producción del anión superóxido, en las regiones CA1, CA3 y corteza cerebral 
(Folbergrová et al., 2016). Adicionalmente, se sabe que los sustratos que utilizamos 
tienen capacidad antioxidante frente a diferentes especies reactivas (Haces et al., 2008; 
Lopalco et al., 2016; Lopalco y Stella, 2016), y han sido eficaces para proteger de 
estímulos oxidantes como el H2O2 (Cheng et al., 2013; Desagher et al., 1997; Wang et 
al., 2007); por lo que su actividad antioxidante pudiera ser determinante en la 
protección que nosotros observamos. Tratando de establecer la importancia del estrés 
oxidante en el proceso de muerte inducido con 4-AP, evaluamos también el efecto de 
algunos antioxidantes como el glutatión en forma de etil éster, lo que facilita su entrada 
a las células (Zeevalk  et al., 2007); así como el efecto del L-BHB, isómero con 
actividad antioxidante semejante a la del D-BHB (Haces et al., 2008). Con nuestro 
trabajo demostramos que a diferencia de los sustratos energéticos (piruvato, BHB y α-
cetoglutarato), los antioxidantes (ascorbato y glutatión) no logran proteger a las 
neuronas hipocampales de la muerte excitotóxica inducida con 4-AP. Con esta 
información proponemos que, aunque el proceso de estrés oxidante pudiera estar 
participando durante las primeras horas de daño, las alteraciones en el metabolismo 
energético celular, que se presentan de forma más duradera, juegan un papel más 
importante en el proceso de muerte neuronal generado por el estímulo excitotóxico con 
4-AP en el hipocampo de ratas despiertas.   

En otro trabajo del grupo se demostró que estos mismos sustratos energéticos 
son eficaces para disminuir la muerte ipsilateral de las MNs y la parálisis unilateral que 
se presentan de 3-6 h posteriores a la infusión aguda de AMPA en la médula espinal 
(Santa-Cruz y Tapia, 2014). Sin embargo, este modelo agudo se aleja de lo que pudiera 
estar pasando en enfermedades como la ELA, en donde la neurodegeneración espinal y 
la parálisis se presentan de forma bilateral y de forma más paulatina. Adicionalmente, 
nuestro grupo ha demostrado que según la duración del estímulo con AMPA en la 
médula espinal, el proceso de muerte en las MNs puede variar de un rápido proceso 
necrótico en el modelo agudo, a un progresivo proceso apoptótico seguido por necrosis 
en el caso del modelo crónico (Ramírez-Jarquín y Tapia, 2016). Es por ello que para 
evaluar las estrategias de neuroprotección en la médula espinal decidimos trabajar en el 
modelo de excitotoxicidad crónica, en donde el deterioro motor y la degeneración 
espinal, se presentan de forma bilateral y progresiva a lo largo de 7 días.  

Se ha demostrado ampliamente que las MNs son sensibles a la estimulación 
glutamatérgica con el agonista AMPA (Carriedo et al., 1996; 2000; Corona y Tapia, 
2004; 2007), lo que se ha asociado a la mayor expresión de receptores AMPA 
permeables a Ca2+ en estas células (Hideyama et al., 2012; Kawahara et al., 2003, 2004; 
Williams et al., 1997). En este trabajo el análisis de diferentes segmentos espinales 
lumbares nos permitió identificar que las MNs localizadas más rostralmente son más 
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sensibles a la degeneración inducida con AMPA, que aquellas localizadas caudalmente. 
Este efecto ha sido reportado en otro trabajo (de la Cruz-Ramírez y Tapia, 2012) y 
pudiera tener su explicación en la mayor expresión de la subunidad GluA2 
(determinante para la permeabilidad a Ca2+) en la región lumbar, con respecto a los  
segmentos torácicos y cervicales de la médula espinal (Grossman et al., 1999).  

En el apartado de antecedentes enlistamos varios estudios donde se demuestra 
que los sustratos energéticos disminuyen el daño neuronal in vitro e in vivo inducido, 
generalmente, por alteraciones metabólicas. Esta protección se ha asociado al hecho de 
que los sustratos como el piruvato, el lactato y los cuerpos cetónicos se internalizan a las  
células a través de los transportadores de monocarboxilatos y pueden ser utilizados 
como sustratos alternativos a la glucosa para producir mayor cantidad de moléculas 
reductoras que pudieran estimular el trabajo de la cadena transportadora de electrones y 
con ello la fosforilación oxidativa (Magistretti y Allaman, 2013). Sin embargo, son 
pocos los antecedentes in vivo en donde se demuestra que estos sustratos protegen de los 
efectos de un estímulo puramente excitotóxico (Jeong et al., 2011; Kim et al., 2007; 
Lim et al., 2011; Ryu et al., 2003). De hecho, pocas veces se ha reportado este efecto de 
protección sobre las MNs espinales (Corona y Tapia, 2007; Santa-Cruz  y Tapia, 2014; 
Santa-Cruz et al., 2016), células que son particularmente sensibles a la sobrexcitación 
glutamatérgica. Resulta interesante también que, a pesar de que las enfermedades 
neurodegenerativas como la ELA se caracterizan por tener una duración crónica, 
durante nuestra revisión bibliográfica no encontramos antecedentes en donde se haya 
evaluado el efecto de estos sustratos frente a un estímulo excitotóxico crónico.   

En este trabajo demostramos que la continua infusión de piruvato o BHB 
disminuye significativamente, y de forma bilateral, la muerte neuronal y la gliosis en la 
médula espinal, así como la parálisis de los cuartos traseros inducida por la 
administración crónica de AMPA. La protección que observamos en nuestros 
experimentos pudiera estar relacionada con el uso de estos sustratos en el metabolismo 
oxidativo mitocondrial ya que, en cultivos neuronales primarios, se ha demostrado que 
la internalización de los sustratos energéticos está ligada a la actividad glutamatérgica, 
pues la estimulación de estas células con glutamato y AMPA incrementa la síntesis de 
los transportadores de monocarboxilatos y su presencia en la membrana plasmática 
(Pierre et al., 2009). Adicionalmente, la actividad sináptica glutamatérgica podría 
estimular en los astrocitos la captación de sustratos energéticos para su posterior 
liberación como lactato, para uso de los requerimientos metabólicos neuronales, tal y 
como lo propone la hipótesis de la lanzadera astrocito-lactato-neurona (Pellerin y 
Magistretti, 2012). Además, la infusión de AMPA en médula espinal durante 5 días 
induce el hinchamiento de las mitocondrias en las MNs espinales (Ramírez-Jarquín y 
Tapia, 2016) y, aunque aún no se ha determinado si existen alteraciones energéticas en 
el modelo crónico; sí sabemos que 2 h después de infundir AMPA en la médula espinal, 
las mitocondrias aisladas de este tejido presentan una depleción en su potencial de 
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membrana, así como disminución en la taza de consumo de oxígeno y en la actividad de 
los complejos mitocondriales I y VI (Santa-Cruz et al., 2016). Si estas alteraciones se 
presentan después de una exposición breve a AMPA, suponemos que condiciones 
semejantes o aún más marcadas podrían presentase en el modelo crónico. Por ejemplo, 
en la cepa de ratones SOD1-G93A de ELA esporádica, en donde el proceso de 
degeneración puede variar varios meses según el número de copias del gen mutado, se 
ha demostrado ampliamente que las mitocondrias de las MNs espinales presentan 
alteraciones como hinchazón y desorganización de las crestas, además de que se estos 
organelos presentan un bajo consumo de oxigeno que correlaciona con la disminución 
en el potencial de membrana mitocondrial y una actividad disminuida de los complejos 
mitocondriales I, II y IV (Bendotti et al., 2001;Cassina et al., 2008; Mattiazzi et al., 
2002; Parone et al., 2013). En este modelo de ELA familiar, la administración de 
piruvato i.p. durante 70 días enlenteció la progresión de los síntomas, pero no modificó 
el inicio de la enfermedad y tampoco alargó la esperanza de vida de los animales (Park 
et al., 2007). Por otra parte, someter a estos animales transgénicos a dietas cetogénicas 
no sólo mejoró la respiración y los niveles de ATP en las mitocondrias de la médula 
espinal, sino además, disminuyó la muerte de las MNs y la parálisis (Ari et al., 2014; 
Zhao  et al., 2006; 2012).   

  Como se mencionó en la introducción, la regulación de los niveles de Ca2+ 
intracelular es un mecanismo energéticamente costoso, debido a los sistemas de 
transporte activo a los que está asociado. Es por ello que en nuestro modelo crónico de 
neurodegeneración espinal, se espera que la demanda energética en las MNs sea alta en 
respuesta al proceso excitotóxico que deben enfrentar. La suplementación de moléculas 
como el piruvato y el BHB en la médula espinal de los animales sometidos al modelo 
crónico, muy probablemente podría ayudar a satisfacer estas necesidades energéticas; 
así como estos mismos sustratos han logrado revertir la disminución en la capacidad 
respiratoria, así como la depleción de los niveles de NADH y ATP generados por un 
estímulo con glutamato o NMDA in vitro (Izumi y Zorumski, 2010; Jourdain et al., 
2016; Laird et al., 2013; Maalouf et al., 2007; Maus et al., 1999).  

Por otro lado, ya que el piruvato estructuralmente es un α-cetoácido y puede 
neutralizar al H2O2 (Lopalco et al., 2016; Lopalco y Stella, 2016) y el BHB tiene 
capacidad antioxidante frente al anión hidroxilo (Haces et al., 2008), esta propiedad en 
común entre las dos moléculas para actuar como antioxidantes pudiera ser la 
responsable del efecto neuroprotector que nosotros encontramos. Para evaluar esta 
posibilidad estudiamos el efecto de los antioxidantes glutatión y ascorbato. Los 
resultados demuestran que los antioxidantes provistos de forma individual, e incluso de 
forma combinada, no tienen efectos neuroprotectores sobre ninguno de los parámetros 
evaluados. A diferencia de nuestros resultados, los tratamientos antioxidantes en 
modelos con la mutación SOD1-G93A han resultado efectivos para contrarrestar en 
buena media algunos efectos tóxicos que caracterizan a este modelo transgénico. En 
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cultivos celulares con la mutación SOD1-G93A, la sobre-expresión de genes que 
codifican para proteínas antioxidantes como la glutatión peroxidasa o la SOD2 (Liu et 
al., 2002), así como el uso de inhibidores de la sintasa del óxido nítrico (Cassina et al., 
2008) lograron disminuir fuertemente la producción de ROS, la peroxidación lipídica y 
la muerte celular estimulada por esta mutación. Incluso, la administración v.o. de un 
antioxidante dirigido a la mitocondria (MitoQ) durante 90 días en los ratones G93A, fue 
capaz de reducir parcialmente los marcadores de estrés oxidativo como la 3-nitrotirosina 
y el 4-hidroxineonenal en tejido espinal, además de que retrasó el daño motor y 
extendió ligeramente la esperanza de vida (Miquel et al., 2014).  

Estas diferencias entre nuestros resultados y los reportados en el modelo SOD1-
G93A, pudieran tener su explicación en el hecho de que el daño celular en el modelo 
transgénico está asociado directamente al establecimiento de un estado oxidante 
(Beckman et al., 2001; Liu et al., 2002; Mattiazzi et al., 2002). A este respeto, un 
metaanaálisis reciente encontró que los marcadores de estrés oxidativo en estos 
animales no se presentan durante los primeros meses de vida de estos ratones, sino hasta 
el inicio de los síntomas motores, lo que corrobora la participación del daño oxidante en 
el proceso de neurodegeneración en este modelo transgénico (Irvin et al., 2015), y 
podría  justificar la protección de los tratamientos antioxidantes en los ratones SOD1-
G93A. Por otro lado, la neurodegeneración de las MNs en nuestro modelo se 
fundamente en la sensibilidad de estas células al estímulo excitotóxico mediado por 
AMPA y, aunque hasta el momento no hemos determinado marcadores de estrés 
oxidante en el modelo crónico, se ha demostrado que la administran aguda de AMPA no 
incrementa la marca para 3-nitrotirosina en las MNs espinales, ni la producción de ROS 
en este tejido. Este hecho, sumado a la nula protección de los antioxidantes en nuestro 
modelo nos lleva a considerar que, posiblemente, el proceso de estrés oxidante pudiera 
no ser determinante durante el proceso de muerte de las MNs espinales inducido por la 
sobrexcitación crónica con AMPA, aunque no podemos descartar su presencia en el 
modelo.   

En los últimos años se han propuesto, especialmente para el BHB, algunos otros 
mecanismos de protección alterativos a su capacidad de actuar como sustrato energético 
o antioxidante. Por ejemplo, se ha demostrado que este cuerpo cetónico actúa como un 
inhibidor específico de la clase I de desacetilasas de histonas. Estas enzimas están 
involucradas en la regulación de la expresión genética y su inhibición por el BHB 
induce la expresión de genes (FOXO3A and MT2) que codifican para proteínas 
antioxidantes (SOD2, catalasa, metalotioneina-2), y que confieren protección contra 
estímulos oxidativos (Lim et al., 2011; Shimazu et al., 2013). También se ha propuesto 
que tanto el BHB como el ACAC pudiera estar actuando como un regulador alostérico 
negativo del transportador vesicular de glutamato, lo que pudiera explicar parte de los 
efectos antiepilépticos de las dietas cetogénicas (Juge et al., 2010).  Los receptores a 
ácidos hidroxicarboxílicos (HCA1-3) son una familia de receptores acopladas a 
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proteínas G. Una de las funciones más estudiadas de estos receptores es su capacidad 
para actuar como sensores de intermediarios metabólicos para regular la función de los 
adipocitos, en donde se encuentran expresados abundantemente. El HCA2 se expresa 
también en células del sistema inmune (macrófagos, monocitos, neutrófilos, células 
dendríticas dermales), y su activación por el BHB parece tener efectos antinflamatorios 
en gran variedad de tejidos, lo que pudiera ser benéfico para enfermedades que 
involucren un proceso inflamatorio (Graff et al., 2016; Rahman et al., 2014). Para el 
caso del piruvato, aunque no hallamos información sobre mecanismos alternos de 
protección, se ha mostrado que su forma reducida, el lactato, ha logrado disminuir el 
daño generado en modelos de isquemia in vivo a través de su capacidad para activar al 
receptor HCA1 (Castillo et al., 2015).  

Ya que, a diferencia de los antioxidantes, el piruvato tuvo la misma eficacia de 
protección que el BHB en nuestros experimentos, y ambos comparten la capacidad de 
actuar como sustratos energéticos, deducimos que la neuroprotección generada por estos 
compuestos depende, principalmente, de su utilización en el metabolismo energético 
neuronal, aunque no descartamos la participación de su actividad antioxidante. Por otro 
lado, para un mejor entendimiento del proceso de muerte en nuestro modelo crónico de 
excitotoxicidad, consideramos relevante que como perspectiva de este trabajo pudiera 
realizarse un seguimiento temporal de algunos marcadores de estrés oxidante así, como 
la determinación del funcionamiento mitocondrial en tejido espinal de animales tratados 
con AMPA y los sustratos energéticos.  

 

Efecto del fragmento C-terminal de la toxina tetánica 

El fragmento TTC es un péptido que conserva la capacidad de unión a 
terminales periféricas e internalización en el SNC como lo haría la TeTx nativa 
(Ovsepian et al., 2015; Perreault et al., 2006; Sinha et al., 2000). Se ha demostrado que 
el TTC es eficiente para proteger a las células de distintos estímulos tóxicos (Cubí  et 
al., 2013; Chaïb-Oukadour  et al., 2009; Mendieta et al., 2012; 2016), pero no hay 
evidencia de que pueda prevenir la neurodegeneración frente a un reto excitotóxico 
crónico in vivo. En esta segunda parte del proyecto evaluamos el efecto neuroprotector 
del TTC en nuestro modelo crónico. Es importante resaltar que en ningún caso 
detectamos efectos tóxicos provocados por el fragmento, a pesar de que éste fue 
administrado en una dosis máxima de 1.3 µg/kg, que supera por mucho la dosis letal 
mínima de la TeTx (1 ng/kg) (Gill, 1982).  

Al inicio del trabajo administramos el fragmento directamente en la médula 
espinal, pues el objetivo era situarlo lo más cercano a las  MNs. A pesar de que este 
tratamiento nos permitió infundir el fragmento de forma constante en las astas ventrales 
durante siete días, sólo generó una ligera mejora en el desempeño motor de los animales 
administrados con AMPA. Estudios in vitro demuestran que el TTC activa cascadas de 
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señalización trófica a partir de la activación y fosforilación de los receptores Trk (Gil et 
al., 2003), en particular del TrkA (Gil et al., 2001). La baja expresión de estos 
receptores en las astas dorsales y ventrales de la médula espinal (Michael  et al., 1997; 
Yamamoto et al., 1996) pudiera explicar la poca eficacia del tratamiento espinal con 
TTC. Adicionalmente, el fragmento pudo haber difundido del sitio de administración 
debido a su capacidad para realizar saltos transinápticos entre los diferentes 
componentes celulares y a su facilidad para transportarse por el SNC (Bizzini et al., 
1981; Fishman y Carrigan, 1987; Horn y Büttner-Ennever, 1990). De hecho, este 
mecanismo de transporte tan eficiente ha sido la justificación del éxito que ha tenido el 
tratamiento i.m. del TTC en modelos de daño neuronal en el encéfalo (Mendieta et al., 
2012; 2016; Radenovic et al., 2014).  

Uno de los mecanismos de acción de las neurotrofinas es el denominado 
endosoma de señalización (Delcroix et al., 2003; Harrington et al., 2011). Este 
endosoma que contiene en su membrana al receptor Trk activado y a la neurotrofina en 
su interior, al transportarse retrógradamente a lo largo del axón tiene la capacidad de ir 
uniendo y activando a sus proteínas señalizadoras. Por esto, se propone que mientras 
más largo sea el viaje del endosoma hacia el núcleo celular, mayor intensidad tendrá su 
señal (Marlin y Li, 2015). Tomando en consideración que el receptor TrkA se encuentra 
abundantemente en las NMJ (Genç et al., 2004), que el TTC pareciera transportarse 
(Figura 7) y comportarse como las NTs, y que éstas utilizan al endosoma de 
señalización como mecanismo de acción, decidimos administrar el fragmento 
directamente en los músculos inervados por las MNs a las que dañamos. Los datos 
muestran que no importa si el TTC se administra previa o posteriormente al inicio del 
estímulo excitotóxico, la administración i.m. del péptido disminuye significativamente 
la neurodegeneración espinal y previene en gran medida el daño motor inducido por la 
estimulación crónica con AMPA en la médula espinal. Un trabajo previo realizado en 
nuestro laboratorio obtuvo efectos de neuroprotección semejantes usando el VEFG 
(Tovar-y-Romo et al., 2007), pero para obtener tales resultados el factor de crecimiento 
tuvo que ser administrado de forma invasiva a través de una inyección i.c.v. o 
intraespinal. A este respecto, el TTC presenta una gran ventaja pues sus efectos fueron 
más eficaces a partir de una administración i.m. en las extremidades afectadas, que 
después de su inyección directa en la médula espinal. En un cultivo neuromuscular 
compartamentalizado, en donde se tiene a los miocitos en una sección y los somas de las 
MNs en otro sector, de forma semejante a nuestros resultados, se demostró que sólo 
cuando el factor neurotrófico derivado de la glía se aplica en las terminales axónicas y 
no en el soma neuronal se promueve el crecimiento axonal y la inervación de los 
miocitos. Estos efectos se han asociado a la importancia del viaje retroaxonal de las NTs 
para estimular sus vías de señalización (Zahavi et al., 2015).Y, aunque realizamos 
algunas determinaciones para corroborar el transporte del fragmento del músculo hacia 
las MNs espinales, la inespecificidad de los anticuerpos nos impidió evidenciar su 



46 
 

transporte retrógrado. Sin embargo, éste ha sido ampliamente descrito en modelos in 
vivo (Coen et al., 1997; Miana-Mena et al., 2004; Ovsepian et al., 2015; Perreault et al., 
2006; Roux et al., 2005).  

La fosforilación del receptor TrkA en la posición Y490 está asociada a la 
activación de las vías de supervivencia MEK/Erk y de PI3K (Deinhardt y Chao, 2014). 
La activación de estas vías por VEGF ha demostrado ser efectiva para prevenir de los 
efectos nocivos de nuestro modelo crónico  (Tovar-y-Romo y Tapia, 2010). Tratando de 
elucidar el mecanismo de protección del TTC, estudiamos la fosforilación Y490 del 
receptor TrkA en la médula espinal de las ratas, y encontramos que la administración 
i.m. del fragmento intensifica esta señal. Esto concuerda con lo reportado por Gil et al., 
(2001), en donde el fragmento en cultivos de CGN incrementó la misma fosforilación. 
Este evento pudiera estar relacionado con la activación de las cascadas de supervivencia 
asociadas a este receptor, lo que podría justificar los efectos neuroprotectores del 
fragmento en nuestro modelo.  

Posteriormente, para estudiar la vinculación entre los efectos del TTC y el 
receptor TrkA ubicado en la NMJ, administramos en el músculo un inhibidor 
farmacológico específico (GW14176) para ese receptor a NTs. Este fármaco no bloqueó 
por completo, pero sí disminuyó significativamente la protección del TTC sobre las 
MNs espinales y sobre la conducta motora. El hecho de que la protección del TTC aún 
fuera evidente en los animales tratados con GW1417 pudiera estar relacionado con la 
dosis inhibidor que utilizamos, aunque también, podría deberse a la posible 
participación del otros receptores como el TrkB en el mecanismo de acción del TTC 
(Deinhardt et al., 2006).  

Con estos resultados no solo evidenciamos la eficacia del fragmento TTC para 
disminuir la neurodegeneración y parálisis de nuestro modelo, sino además, apoyan la 
idea de que el TTC es capaz de enviar señales de supervivencia a través de tejidos 
distantes pero relacionados entre sí, tales como los músculos de las extremidades 
posteriores y las MNs espinales que los inervan.  Por otro lado, para mejor comprensión 
del mecanismo de neuroprotección del TTC en nuestro modelo crónico, consideramos 
que como perspectivas de este proyecto podría evaluarse el efecto del TTC en una venta 
más grande de tiempo. Podría también determinarse la interacción entre el fragmento 
con los receptor TrkA y TrkB en la NMJ y en la médula espinal, para corroborar la 
participación de éstos en su mecanismo de acción. Sería interesante también inhibir el 
transporte mediado por dineina en las terminales nerviosas de la NMJ, para evidenciar 
la importancia del transporte retroaxonal en los efectos del fragmento. Finalmente, para 
establecer los detalles de la señalización intracelular responsable de los efectos 
neuroprotectores del fragmento TTC, se podría evaluar la activación de las vías 
MEK/Erk, PI3K y la PLC-γ en la médula espinal de los animales administrados i.m. con 
el TTC.   
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V.  CONCLUSIONES 
 

I. De la primera parte del proyecto podemos concluir que las afectaciones del 
metabolismo energético celular participan de forma importante en el mecanismo 
de muerte de las MNs espinales inducido por un estímulo excitotóxico crónico 
con AMPA, mientras que el estrés oxidante pareciera tener una participación 
más limitada en este proceso de degeneración. Estos resultados en conjunto con 
los antecedentes en hipocampo, nos llevan a considerar que la estabilidad de 
metabolismo energético pudiera ser relevante para enfrentar al proceso 
excitotóxico en distintas regiones del SNC.  

 

II. De los experimentos de la segunda estrategia concluimos que el fragmento TTC 
administrado i.m. es eficaz, con una ventana de al menos 6 h, para proteger de 
los efectos tóxicos generados por un estímulo excitotóxico crónico en la médula 
espinal inducido con AMPA. Esta protección depende parcialmente de la 
activación del receptor TrkA localizado en la NMJ y su posterior transporte 
retrógrado hacia las MNs espinales. 

 
Finalmente, aunque el tratamiento de neuroprotección basada en la 

suplementación de sustratos energéticos por el momento pudiera presentar dificultades 
para su aplicación clínica, sí da la pauta para el desarrollo de estrategias enfocadas en 
mejorar el metabolismo energético celular para contrarrestar los efectos dañinos del 
proceso excitotóxico crónico. En lo que respecta al TTC, ya que hasta ahora no se han 
reportado efectos tóxicos por su uso y tomando en cuenta la eficacia de sus efectos 
neuroprotectores a bajas dosis y su fácil administración, consideramos que este péptido 
cuenta con el perfil necesario para ser considerado como una herramienta terapéutica 
potencial para enfermedades caracterizadas por la muerte de las MNs, como la ELA.  
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